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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  o f  W a y n e  H .  V o t h  f o r  t h e  M a s t e r  o f  
S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  1 4  D e c e m b e r  1 9 7 7 .  
T I T L E :  G e n e t i c  T r a n s f o r m a t i o n  A m o n g  A z o t o b a c t e r  S p e c i e s .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
M a r y 0 1 a y 0 r  
P r e v i o u s  m e t h o d s  f o r  g e n e t i c  t r a n s f o r m a t i o n  i n  A z o t o -
b a c t e r  v i n e Z a n d i i  h a v e  e m p l o y e d  p o o r l y  d e f i n e d  g e n e t i c  
m a r k e r s  o r  c r u d e  D N A  e x t r a c t s .  A n  i m p r o v e d  t r a n s f o r m a t i o n  
t e c h n i q u e  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  u s e  i n  A z o t o b a c t e r .  T h e  
t e c h n i q u e  w a s  u s e d  t o  t r a n s f o r m  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  A z o t o -
b a c t e r  w i t h  D N A  c a r r y i n g  a  d e f i n e d  g e n e t i c  m a r k e r .  A  m e t h o d  
2  
,  
f o r  i s o l a t i n g  p u r e ,  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  b i o l o g i c a l l y  
a c t i v e  D N A  f r o m  A z o t o b a c t e r  i s  a l s o  p r e s e n t e d .  P u r i t y  o f  
t h e  e x t r a c t e d  D N A  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s t a n d a . r d  c h e m i c a l  a s s a y s .  
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  b o u n d a r y  s e d i m e n t a -
t i o n  t e c h n i q u e s  t o  b e  1 8 . 2  m e g a d a l t o n s .  D N A  w a s  o b t a i n e d  
f r o m  s e v e r a l  m u t a n t  s t r a i n s  o f  A z o t o b a c t e r .  B i o l o g i c a l  a c t i -
v i t y  o f  t h e s e  s a m p l e s  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  u s i n g  t h e m  t o  a c -
c o m p l i s h  b o t h  i n t r a - a n d  i n t e r s t r a i n  t r a n s f o r m a t i o n .  
T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o f i l e s  o f  s e v e r a l  D N A  s a m p l e s  a r e  
p r e s e n t e d ,  f r o m  w h i c h  g u a n i n e  p l u s  c y t o s i n e  c o n t e n t  w a s  
d e t e r m i n e d .  A m o n g  t h e  A z o t o b a c t e r  s p e c i e s  e x a m i n e d ,  G C  
c o n t e n t  r a n g e d  f r o m  6 5 . 1  t o  6 7 . 8 % .  T h e  u s e  o f  t h e  n e w  
t r a n s f o r m a t i o n  a n d  D N A  i s o l a t i o n  m e t h o d s  i n  t a x o n o m i c  a n d  
m a p p i n g  s t u d i e s  i s  d i s c u s s e d .  
G E N E T I C  T R A N S F O R M A T I O N  A M O N G  
A z o t o b a a t e r  S P E C I E S  
b y  
W A Y N E  H .  V O T H  
A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  
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B I O L O G Y  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  
1 9 7 7  
-T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  
W a y n e  H .  V o t h  p r e s e n t e d  1 4  D e c e m b e r  1 9 7 7 .  
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A C K N O W L E D G E M E N T S  
G r a t e f u l  a p p r e c i a t i o n  i s  h e r e b y  e x p r e s s e d  t o  D r .  J o h n  
W .  M y e r s  f o r  m a k i n g  a v a i l a b l e  t h e  A z o t o b a c t e r  s t r a i n s  u s e d  
i n  t h i s  s t u d y ,  t o  M r .  G r e g o r y  C o t t e r e l l  f o r  i n s t r u c t i o n  i n  
t h e  u s e  o f  t h e  Z e i s s  E M 9 S  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a n d  t h e  B e c k -
m a n  m o d e l  E  u l t r a c e n t r i f u g e ,  a n d  t o  t h e  m e m b e r s  o f  t h e  
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I N T R O D U C T I O N  
M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  A z o t o b a c t e r  a r e  l a r g e ,  p l e o -
m o r p h i c ,  G r a m - n e g a t i v e  r o d s .  A l l  a r e  o b l i g a t e  a e r o b e s  a n d  
e l a b o r a t e  a  h e a v y ,  e x t r a c e l l u l a r  s l i m e .  T w o  r a t h e r  s p e c i a l ,  
i f  n o t  u n i q u e ,  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  h a v e  b r o u g h t  
t h e m  u n d e r  i n t e n s e  s t u d y  d u r i n g  r e c e n t  y e a r s .  O n e  o f  t h e s e  
i s  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  t h i c k - w a l l e d ,  m e t a b o l i c a l l y  d o r m a n t  
e x o c y s t s  w h e n  g r o w n  o n  s i m p l e  o r g a n i c  a c i d s  a n d  a l c o h o l s  
( W i n o g r a d s k y ,  1 9 3 8 ) .  T h e  p r o c e s s e s  o f  e n c y s t m e n t  a n d  c y s t  
.  g e r m i n a t i o n  f o r m  a  m o r p h o g e n e t i c  p a t t e r n  w h i c h  h a s  b e e n  
u s e d  a s  a  m o d e l  s y s t e m  o f  s i m p l e  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  R e -
s e a r c h  i n  t h i s  a r e a  w a s  r e v i e w e d  b y  H .  L .  S a d o f f  ( 1 9 7 5 ) .  
H e  s t a t e s :  
D i f f e r e n t i a t i o n  i n  A .  v i n e Z a n d i i ,  a s  i n  a l l  b i o -
l o g i c a l  s y s t e m s ,  e n t a i l s  t h e  s e l e c t i v e  e x p r e s s i o n  
o f  i t s  g e n e t i c  p o t e n t i a l  i n  a  t e m p o r a l  s e q u e n c e  
w h o s e  p r i m a r y  c o n t r o l  m u s t  o c c u r  a t  t h e  t r a n -
s c r i p t i o n a l  l e v e l .  
U n d e r s t a n d i n g  t h i s  a n d  o t h e r  s i m p l e  s y s t e m s  o f  t r a n s c r i p -
t i o n a l  con~rol ( o r  t h e  l o s s  t h e r e o f )  c o u l d  f o r m  t h e  b a s i s  o f  
f u t u r e  k n o w l e d g e  o f  e m b r y o l o g i c a l  d e v e l o p m e n t ,  d i f f e r e n t i a -
t i o n  o f  a n t i b o d y - f o r m i n g  c e l l s ,  a n d  o f  c a n c e r  d e v e l o p m e n t .  
T h e  s e c o n d  n o t e w o r t h y  f e a t u r e  o f  A z o t o b a c t e r  i s  t h e  
a b i l i t y  t o  f i x  m o l e c u l a r  n i t r o g e n .  W h i l e  o t h e r  m i c r o -
o r g a n i s m s  a r e  c a p a b l e  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n ,  A z o t o b a a t e r .  i s  
a m o n g  t h e  f e w  t h a t  c a r r y  o u t  t h e  p r o c e s s  w h i l e  g r o w i n g  
u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  I n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  f i x a t i o n  
p r o c e s s  i n  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  l e d  b y  W .  J .  B r i l l  a t  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  W i c o n s i n  u s i n g  A z o t o b a o t e r  v i n e l a n d i i  a n d  
K l e b s i e l l a  p n e u m o n i a e  ( B r i l l ,  1 9 7 5 ) ,  a n d  b y  a  t e a m  o f  
s c i e n t i s t s  a t  t h e  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  C o u n c i l ' s  U n i t  o f  
N i t r o g e n  F i x a t i o n  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  S u s s e x ,  E n g l a n d ,  
s t u d y i n g  A z o t o b a o t e r  o h r o o o o o o u m  a n d  K .  p n e u m o n i a e .  
T h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  d i n i t r o g e n  ( N z )  f i x a t i o n  
2  
i s  n i t r o g e n a s e  ( E a d y  a n d  P o s t g a t e ,  1 9 7 4 ) .  I t s  a c t i o n ,  t h e  
r e d u c t i o n  o f  N z  t o  a m m o n i a  w i t h o u t  d e t e c t a b l e  i n t e r m e d i a t e s ,  
s e e m s  s i m i l a r  i n  a l l  f r e e - l i v i n g  o r g a n i s m s  w h i c h  s y n t h e s i z e  
t h e  e n z y m e .  T h e  n i t r o g e n a s e  s y s t e m  i s  c o m p r i s e d  o f  t w o  
d i f f e r e n t  p r o t e i n  c o m p l e x e s  c a l l e d  c o m p o n e n t s  I  a n d  I I  
( B u l e n  a n d  L e c o m p t e ,  1 9 6 6 ) .  B o t h  c o m p o n e n t s  a r e  r e q u i r e d  
f o r  a c t i v i t y ,  a s  a r e  M g
2
+  a n d  l a r g e  a m o u n t s  o f  A T P .  N i t r o -
g e n  f i x a t i o n  i s  i n h i b i t e d  b y  A D P ,  w h i c h  i n h i b i t s  n i t r o g e n a s e  
a c t i v i t y ,  o r  b y  a m m o n i a ,  w h i c h  r e p r e s s e s  n i t r o g e n a s e  s y n t h e -
s i s .  
C o m p o n e n t  I I  o f  n i t r o g e n a s e  i s  a n  i r o n - c o n t a i n i n g  
p r o t e i n .  C o m p o n e n t  I  c o n t a i n s  i r o n  a n d  m o l y b d e n u m .  A n  
i r o n - m o l y b d e n u m  c o f a c t o r  ( F e M o C o )  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  
c o m p o n e n t  I  b y  S h a h  a n d  B r i l l  ( 1 9 7 7 ) .  " F e M o C o "  i s  r e q u i r e d  
f o r  a c t i v i t y  o f  c o m p o n e n t  I .  W h i l e  c o m p o n e n t  I  f r o m  o n e  
o r g a n i s m  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  c o m p l e m e n t  t h e  c o m p o n e n t  I I  o f  
a n o t h e r  o r g a n i s m  t o  f o r m  a n  a c t i v e  s y s t e m ,  " F e M o C o "  f r o m  
d i f f e r e n t  s o u r c e s  m a y  b e  u~ed i n t e r c h a n g e a b l y  i n  i n  v i t r o  
s y s t e m s .  
3  
T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  n i t r o g e n a s e  s y s t e m  t o  i r r e v e r -
s i b l e  i n a c t i v a t i o n  b y  o x y g e n  i s  a  m a j o r  l i m i t a t i o n  o f  b i o -
l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n .  " F e M o C o "  m a y  b e  t h e  m o s t  o x y g e n  
s e n s i t i v e  p o r t i o n ,  b u t  i s  p r o t e c t e d  s o m e w h a t  b y  t h e  p r o t e i n  
" c o r e "  o f  c o m p o n e n t  I .  U n d e r s t a n d i n g  t h e  m e c h a n i s m  o f  p r o -
t e c t i o n  f r o m  o
2  
i n  a e r o b i c  o r g a n i s m s  s u c h  a s  A z o t o b a a t e r  
m a y  l e a d  t o  t h e  a b i l i t y  t o  i m p l a n t  t h e  n e c e s s a r y  g e n e t i c  
i n f o r m a t i o n  r e q u i r e d  f o r  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i n t o  s o m e  h i g h e r  
p l a n t .  S u c h  a  p l a n t  c o u l d  b e  a  v a l u a b l e  f o o d  s o u r c e  a n d  
c o u l d  b e  g r o w n  i n  p o o r  s o i l s  w i t h o u t  t h e  n e e d  o f  n i t r o g e n o u s  
f e r t i l i z e r s .  W i t h  p r o j e c t e d  f o s s i l  f u e l  s h o r t a g e s ,  - ~anufac­
t u r e  o f  s u c h  s o i l  a d d i t i v e s  m a y  s o o n  b e c o m e  u n f e a s i b l e  d u e  
t o  p r o h i b i t i v e  c o s t s .  I n  t h i s  s i t u a t i o n ,  a  p l a n t  c a p a b l e  
o f  f i x i n g  i t s  o w n  n i t r o g e n  w o u l d  b e  a  v a l u a b l e  a s s e t .  
S t u d y  o f  e n c y s t m e n t  a n d  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i n  A z o t o -
b a a t e r  w o u l d  b e  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  b y  g e n e t i c  a n a l y s i s  a n d  
m a n i p u l a t i o n .  O n e  p r e r e q u i s i t e  t o  g e n e t i c  a n a l y s i s  i n  b a c -
t e r i a  i s  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  m u t a n t  s t r a i n s .  T h e s e  m a k e  
p o s s i b l e  t h e  d e t e c t i o n  o f  s u c c e s s f u l  g e n e  t r a n s f e r  t h r o u g h  
s e l e c t i o n  b e t w e e n  a l t e r e d  a n d  u n a l t e r e d  s u r v i v o r s .  V a r i o u s  
r e p o r t s  p o i n t  o u t  t h e  d i f f i c u l t y  o f  o b t a i n i n g  m u t a n t s  i n  
A z o t o b a a t e r  u s i n g  s t a n d a r d  m e t h o d s  ( P a g e  a n d  S a d o f f ,  1 9 7 6 a ,  
S o r g e r  a n d  T r o f i m e n k o f f ,  1 9 7 0 ,  S a d o f f ,  e t  a l . ,  1 9 7 1 ,  S a d o f f ,  
e t  a i . ,  1 9 7 5 ,  a n d  M i s h r a  a n d  W y s s ,  1 9 6 9 ) .  M o s t  k n o w n  m u t -
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a n t s  o f  A .  v i n e l a n d i i  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f o l l o w i n g  N - m e t h -
y l - N ' - n i t r o - N - n i t r o s o g u a n i d i n e  ( N T G )  m u t a g e n e s i s .  S o r g e r  
a n d  T r o f i m e n k o f f '  ( 1 9 7 0 )  u s e d  t h i s  p o w e r f u l  m u t a g e n  t o  i s o -
l a t e  o n l y  n i n e  n i t r o g e n a s e l e s s  ( N i f - )  m u t a n t s  i n  a  t o t a l  o f  
t w e l v e  m u t a n t  h u n t s .  O f  t h e  n i n e ,  s i x  w e r e  f o u n d  t o  b e  
l e a k y .  S h a h ,  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  a l s o  u s e d  N T G  t o  i s o l a t e  a  n u m -
b e r  o f  N i f - m u t a n t s .  M i s h r a  a n d  W y s s  ( 1 9 6 9 )  m u t a g e n i z e d  
A .  v i n e l a n d i i  w i t h  N T G ,  a n d  r e p o r t e d  i s o l a t i o n  o f  a n  a d e n i n e  
a u x o t r o p h .  P a g e  a n d  S a d o f f  ( 1 9 7 6 a )  r e p o r t e d  h a v i n g  u s e d  N T G  
t o  o b t a i n  a u x o t r o p h i c  m u t a t i o n s  o f  A .  v i n e l a n d i i  f o r  a d e n i n e  
( A d e - ) ,  u r a c i l  ( U r a - ) ,  a n d  h y p o x a n t h i n e  ( H y p - ) ,  a s  w e l l  a s  
N i f - a n d  r i f a m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s  ( R i f r ) .  W h i l e  t h e  l i s t  
m a y  a p p e a r  t o  b e  e x t e n s i v e ,  i t  i s  v e r y  s m a l l  w h e n  c o m p a r e d  
t o  t h e  m a n y  h u n d r e d s  o f  m u t a n t s  k n o w n  i n  E s c h e r i c h i a  a n d  
S a l m o n e l l a .  
G e n e t i c  t r a n s f e r  i s  a  s e c o n d  p r e r e q u i s i t e  t o  g e n e t i c  
a n a l y s i s  i n  b a c t e r i a .  T r a n s f e r  s y s t e m s  f a l l  i n t o  t h r e e  m a i n  
•  
c l a s s e s  ( H a y e s ,  1 9 6 8 ) .  C o n j u g a t i o n ,  o f t e n  t e r m e d  a  s e x u a l  
p r o c e s s ,  r e q u i r e s  c e l l - t o - c e l l  c o n t a c t .  T h e  " f e m a l e "  o r  r e -
c i p i e n t  c e l l  i s  a  n o r m a l  b a c t e r i u m .  T h e  " m a l e "  o r  d o n o r  
c e l l  c a r r i e s  a  d i s p e n s a b l e  D N A  e l e m e n t  w h i c h  m a y  b e  p r e s e n t  
a s  a n  a u t o n o m o u s l y  r e p l i c a t i n g  p l a s m i d ,  o r  a s  a n  i n t e g r a t e d  
e p i s o m e .  I n  e i t h e r  c a s e ,  t h e  d i s p e n s a b l e  e l e m e n t  d i r e c t s  
t h e  h o s t  c e l l  t o  s y n t h e s i z e  p i l i .  T h e s e  h o l l o w  p r o t e i n  r o d s  
c o m p r i s e  t h e  m e a n s  b y  w h i c h  c e l l - t o - c e l l  c o n t a c t  i s  e s t a b -
l i s h e d  a n d  b y  w h i c h  D N A  i s  t r a n s f e r r e d  f r o m  d o n o r  t o  r e c i p -
_ ! _ _  - - - - - - - - - - -
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i e n t  c e l l s . ·  
I n  t r a n s d u c t i o n ,  D N A  t r a n s f e r  i s  m e d i a t e d  b y  a  h a c t c r -
i o p h a g e  v e c t o r .  D u r i n g  a s s e m b l y  o f  t h e  v i r a l  p a r t i c l e ,  a  
p o r t i o n  o f  t h e  h o s t  g e n o m e  m a y  o c c a s i o n a l l y  b e  i n c o r p o r a t e d  
i n  p l a c e  o f  p h a g e  g e n o m e .  G e n e  t r a n s f e r  i s  a c c o m p l i s h e d  b y  
t h e  i n f e c t i o n  o f  a  f u r t h e r  h o s t .  
T h e  t h i r d  c l a s s  o f  t r a n s f e r  m e c h a n i s m  i s  t r a n s f o r m a -
t i o n .  S o l u b l e  D N A  i s  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p h e n o m e -
n o n .  T h e  t r a n s f o r m i n g  D N A  c a n  b e  t a k e n  u p  b y  c o m p e t e n t  r e -
c i p i e n t  c e l l s  a n d  i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  r e c i p i e n t  g e n o m e .  
T r a n s f o r m a t i o n  i s  t h e  o n l y  g e n e  t r a n s f e r  m e c h a n i s m  t o  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  A z o t o b a c t e r .  M e t h o d s  u s e d  f o r  i n t e r -
s p e c i e s  t r a n s f o r m a t i o n  i n  A z o t o b a c t e r  ( S e n  a n d  S e n ,  1 9 6 6 )  
a n d  f o r  i n t e r g e n e r i c  t r a n s f o r m a t i o n  b e t w e e n  R h i z o b i u m  a n d  
A z o t o b a c t e r  ( S e n ,  e t  a l . ,  1 9 6 9 )  h a v e  n o t  b e e n  s u c c e s s f u l l y  
e m p l o y e d  b y  o t h e r  r e s e a r c h e r s  ( P a g e  a n d  S a d o f f ,  1 9 7 6 a ) .  
T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  n o t  c l e a r .  R e c e n t l y ,  P a g e  a n d  S a d o f f  
( 1 9 7 6 a , b )  r e p o r t e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  " p l a t e  m e t h -
o d "  ( G w i n n  a n d  T h o r n e ,  1 9 6 4 )  t o  t r a n s f o r m  A .  v i n e l a n d i i .  
T h e  m e t h o d  w a s  u s e d  t o  t r a n s f e r  r i f a m y c i n  r e s i s t a n c e ,  a n d  t o  
r e s t o r e  p r o t o t r o p h y  t o  t h e i r  N i f - a n d  a u x o t r o p h i c  m u t a n t s .  
A l l  m a r k e r s  u s e d  a p p e a r e d  t o  b e  l i n k e d  t o  t h e  R i f r  l o c u s ,  
w h i c h  w a s  u s e d  a s  t h e  s t a n d a r d  m a r k e r .  B i s h o p  a n d  B r i l l  
( 1 9 7 7 )  u s e d  t h e  m e t h o d s  o f  P a g e  a n d  S a d o f f  t o  d e t e r m i n e  t h e  
r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f  e i g h t  s e p a r a t e  N i f - l e s i o n s  i n  A .  v i n e -
l a n d i i .  B i s h o p ,  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  u s e d  t h e  s a m e  m e t h o d s  t o  r e -
s t o r e  p r o t o t r o p h y  t o  N i f - A .  v i n e Z a n d i i  u s i n g  c r u d e  l y -
s a t e s  o f  N i f +  R h i z o b i u m .  T h e y  w e r e  a l s o  a b l e  t o  t r a n s f e r  
s p e c i f i c  R h i z o b i u m  s u r f a c e  a n t i g e n s  t o  A z o t o b a c t e P .  
R e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  p l a t e  m e t h o d  p r o v i d e  t h e  
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f i r s t  m a p p i n g  o f  A .  v i n e Z a n d i i .  B u t  t h e  r e s u l t s  w h i c h  c a n  
b e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  t e c h n i q u e  a r e  l i m i t e d  b e c a u s e  o f  t w o  
f e a t u r e s  o f  t h e  m e t h o d :  F i r s t ,  a  c r u d e  c e l l  l y s a t e  w a s  
u s e d  a s  a  s o u r c e  o f  D N A  b e c a u s e  n o r m a l  m e t h o d s  f o r  p u r i f i -
c a t i o n  w o u l d  n o t  y i e l d  D N A  c a p a b l e  o f  e f f e c t i n g  t r a n s f o r m a -
t i o n  ( S a d o f f ,  1 9 7 5 ,  a n d  P a g e  a n d  S a d o f f ,  1 9 7 6 a ) .  T h e  d i s -
a d v a n t a g e  o f  u s i n g  c r u d e  e x t r a c t  i s  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  t h e  D N A  i s  n o t  k n o w n ,  n o r  i s  t h e  e f f e c t  o f  c o n t a m -
i n a n t s .  S e c o n d ,  t h e  p l a t e  m e t h o d  d o e s  n o t  a l l o w  d e t e r m i n a -
t i o n  o f  a b s o l u t e  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c i e s  w h i c h  a r e  n e e -
e s s a r y  f o r  e f f i c i e n t  l i n k a g e  s t u d i e s  ( S p i z i z e n ,  e t  a l . ,  
1 9 6 6 ) .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t w o - f o l d :  O n e ,  t o  
d e v e l o p  a  m e t h o d  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  A z o t o b a a t e r  D N A ,  a n d  t w o ,  t o  d e v e l o p  a  
q u a n t i t a t i v e  m e a n s  o f  d e t e c t i n g  t r a n s f o r m a t i o n  a m o n g  A z o t o -
b a a t e r  s p e c i e s .  A n  e f f i c i e n t  D N A  p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  w a s  
d e v e l o p e d .  I t  w a s  u s e d  t o  o b t a i n  m u t a n t  D N A  f r o m  s e v e r a l  
A z o t o b a a t e r  s t r a i n s .  T h e  D N A  w a s  t h e n  e m p l o y e d  i n  t r a n s f e r -
m a t i o n  s t u d i e s .  A n  i m p r o v e d  t r a n s f o r m a t i o n  m e t h o d  w a s  a l s o  
d e v e l o p e d  w h i c h  c a n  p r o v i d e  a t  l e a s t  s e m i - q u a n t i t a t i v e  t r a n s -
f o r m a t i o n  f r e q u e n c i e s  i n  A .  v i n e Z a n d i i . ;  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  S t r a i n s  
A z o t o b a a t e r  v i n e l a n d i i  ( A T C C  1 2 8 3 7 )  a n d  A z o t o b a a t e r  
a h r o o a o a a u m  ( A T C C  9 0 4 3 )  w e r e  o b t a i n e d  a s  l y o p h i l s  f r o m  t h e  
A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n .  O n c e  a c t i v a t e d ,  t h e s e  
w e r e  r e n a m e d  a s  l a b o r a t o r y  s t r a i n s  A z v l  a n d  A z c 2 ,  r e s p e c -
t i v e l y .  T h e  o t h e r  s t r a i n s  u s e d  i n  t h e  p r o j e c t  w e r e  i s o l a t e d  
b y  D r .  J .  W .  M y e r s  f r o m  s a n d ,  s o i l ,  a n d  w a t e r  s a m p l e s  c o l -
l e c t e d  f r o m  v a r i o u s  p a r t s  o f  O r e g o n  a n d  C a l i f o r n i a .  T h e s e  
w e r e  a r b i t r a r i l y  l a b e l l e d  A z 3 ,  A z 6 ,  A z 8 ,  a n d  A z l 7 .  
M e d i a  a n d  C u l t u r e  C o n d i t i o n s  
T w o  m e d i a  w e r e  u s e d ,  b o t h  o f  w h i c h  w e r e  m o d i f i c a t i o n s  
o f  B u r k ' s  n i t r o g e n - f r e e  m e d i u m .  B  m e d i u m  ( N e w t o n ,  e t  a l . ,  
1 9 5 3 )  w a s  u s e d  f o r  r o u t i n e  g r o w t h  o f  t h e  o r g a n i s m s  i n  l i q -
u i d  c u l t u r e s .  T  m e d i u m  ( P a g e  a n d  S a d o f f ,  1 9 7 6 b )  w a s  u s e d  
i n  t r a n s f o r m a t i o n  e x p e r i m e n t s .  S o l i d  f o r m s  o f  e a c h  w e r e  
p r e p a r e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 5  g r a m s  o f  a g a r  ( D i f e o )  t o  a  
l i t e r  o f  l i q u i d  m e d i u m .  U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  m e < l i a  w e r e  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 %  g l u c o s e  ( w / v )  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e .  
I n c u b a t i o n  d u r i n g  g r o w t h  w a s  a t  3 0 ° C .  L i q u i d  c u l t u r e s  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  a  g y r a t o r y  i n c u b a t o r  s h a k e r  ( N e w  B r u n s w i c k  
S c i e n t i f i c )  s e t  a t  2 0 0  r p m .  
S t a n d a r d  i n o c u l a  f o r  liq~id c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  
L  - - - - -
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h a r v e s t i n g  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c e l l s  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  
A f t e r  w a s h i n g  a n d  r e s u s p e n d i n g  t h e  c e l l s  i n  a n  e q u a l  v o l u m e  
o f  B  m e d i u m  w i t h o u t  c a r b o n  s o u r c e ,  t h e y  w e r e  s t o r e d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  T h e  s u s p e n s i o n s  r e m a i n e d  v i a b l e  f o r  s e v e r a l  
w e e k s ,  a n d  w o u l d  r e l i a b l y  p r o v i d e  l o g - p h a s e  c u l t u r e s  w h e n  
1 : 1 0 0  d i l u t i o n s  i n  B  m e d i u m  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 8  h r .  
S m a l l  l i q u i d  c u l t u r e s  w e r e  r o u t i n e l y  g r o w n  i n  1 0  o r  
2 0  m l  B  m e d i u m  i n  a  1 2 5  m l  E r l e n m e y e r  o r  N e p h e l o  c u l t u r e  
f l a s k .  F o r  l a r g e  b a t c h  c u l t u r e s ,  a s  u s e d  i n  D N A  e x t r a c t i o n ,  
d i l u t i o n s  o f  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  s m a l l  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  
t o  i n o c u l a t e  4 0 0  m l  o f  f r e s h  m e d i u m  i n  1 - l i t e r  E r l e n m e y e r  
f l a s k s .  
S t o c k  c u l t u r e s  o f  t h e  v a r i o u s  s t r a i n s  w e r e  m a i n t a i n e d  
i n  s c r e w - c a p  t u b e s  o n  B  a g a r  s l a n t s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 3 %  
s o d i u m  b e n z o a t e  ( w / v ) .  V i a b i l i t y  o f  t h e s e  s t o c k s  w a s  a p -
p r o x i m a t e l y  o n e  y e a r  w h e n  k e p t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e y  
c o u l d  b e  a c t i v a t e d  a t  a n y  t i m e  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  b y  p l a t i n g  
o n  B  a g a r .  
I s o l a t i o n  o f  M u t a n t s  
S p o n t a n e o u s l y  o c c u r r i n g  r i f a m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s  o f  
e a c h  s t r a i n  w e r e  s e l e c t e d  a s  f o l l o w s :  E x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  
c e l l s  i n  l i q u i d  c u l t u r e  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5  v o l u m e s  B  m e d i u m ,  a n d  p l a t e d  o n  B  a g a r  
c o n t a i n i n g  1 0 0  µ  g / m l  r i f a m y c i n  ( S i g m a  o r  C a l b i o c h e m ) .  R e -
s i s t a n t  c e l l s  p r o d u c e d  v i s i b l e  c o l o n i e s  a f t e r  f o u r  d a y s  o f  
~) 
.  g r o w t h .  
V e r i f i c a t i o n  o f  S t r a i n  P u r i t y  
I n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  D N A  e x t r a c t s  c o n t a i n e d  o n l y  
t h e  D N A  o f  t h e  d e s i r e d  o r g a n i s m  a n d  t h a t  s t u d i e s  i n v o l v e d  
t h e  u s e  o f  p u r e  s t r a i n s ,  c u l t u r e  p u r i t y  w a s  c o n t i n u o u s l y  
m o n i t o r e d .  C u l t u r e s  w e r e  r o u t i n e l y  s t r e a k e d  f o r  i s o l a t e d  
c o l o n i e s  o n  B  a g a r .  T h e  d e g r e e  o f  p u r i t y  a t  e a c h  s u b c u l t u r e  
w a s  a s s e s s e d  b y  e x a m i n a t i o n  o f  w e t - m o u n t s  w i t h  t h e  p h a s e  
c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  I f  c o n t a m i n a n t s  w e r e  d e t e c t e d ,  o n e  o r  
m o r e  o f  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d s  w a s  e m p l o y e d  t o  r e p u r i f y  t h e  
s t r a i n .  
A l l  A z o t o b a c t e r s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  w e r e  m o t i l e  a n d  
p r o d u c e d  a n  e x t r a c e l l u l a r  s l i m e .  T h e s e  p r o p e r t i e s  m a d e  i t  
d i f f i c u l t  t o  r e m o v e  c o n t a m i n a n t s .  T h e  r e s t r e a k i n g  o f  i s o -
l a t e d  c o l o n i e s  w a s  e m p l o y e d ,  b u t  o f t e n  w a s  n o t  e f f e c t i v e .  
I f  n o n - m o t i l e  c o n t a m i n a n t s  w e r e  d e t e c t e d  i n  w e t  m o u n t s ,  c o l -
o n i e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  t o  0 . 3 %  a g a r  w h i c h  a l l o w e d  t h e  s e p a r -
a t i o n  o f  m o t i l e  f r o m  n o n - m o t i l e  o r g a n i s m s .  ( T h i s  w a s  p r e -
p a r e d  b y  c a r e f u l l y  l a y e r i n g  5  m l  o f  p l a i n  0 . 3 %  a g a r  o v e r  a  
B  g l u c o s e  p l a t e . )  A  t i n y  i n o c u l u m  w a s  p l a c e d  o n  t h e  c e n t e r  
o f  t h e  a g a r ,  a n d  t h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h r .  S u b c u l -
t u r e  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  p i c k i n g  i n o c u l a  f r o m  t h e  l e a d i n g  
e d g e  o f  t h e  s w a r m i n g  c o l o n y  w i t h  a  s t e r i l e  n e e d l e ,  t h e n  
t o u c h i n g  t h e  n e e d l e  o n  t h e  c e n t e r  o f  a  f r e s h  p l a t e .  
A n o t h e r  m e t h o d  f o r  e l i m i n a t i n g  c o n t a m i n a n t s  w a s  g r o w t h  
1 0  
o f  A z o t o b a c t e r  i n  B  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 %  n - b u t a n o l .  S i n c e  
t h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u t a n o l  i n h i b i t s  t h e  g r o w t h  o f  m o s t  
o t h e r  m i c r o - o r g a n i s m s ,  s u b c u l t u r e  o f  A z o t o b a c t e r  t o  l i q u i d  
c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  t h i s  c a r b o n  s o u r c e  a l l o w e d  t h e m  t o  o u t -
.  g r o w  t h e  c o n t a m i n a n t s .  
F i n a l  d e t e r m i n a t i o n s  o f  c u l t u r e  p u r i t y  a n d  o f  t h e  
f l a g e l l a t i o n  p a t t e r n  o f  s o m e  s t r a i n s  w e r e  m a d e  b y  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y .  
E l e c t r o n  M i c r o s c o p y  
G r i d  P r e p a r a t i o n .  A  p l a s t i c  b a s e  f i l m  ( 1 %  F o r m v a r  i n  
c h l o r o f o r m )  w a s  f l o a t e d  f r o m  a  g l a s s  s l i d e  o n t o  a  w a t e r  s u r -
f a c e .  C o p p e r  g r i d s  ( P e l e e ,  ZOO~mesh) w h i c h  h a d  b e e n  w a s h e d  
w i t h  t o l u e n e  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  f i l m .  T h e  f i l m / g r i d  l a y e r  
w a s  t h e n  a d s o r b e d  t o  a  s t r i p  o f  P a r a f i l m  a n d  a i r  d r i e d .  T h e  
p l a s t i c  c o v e r e d  s i d e  o f  t h e  g r i d s  w a s  c o a t e d  w i t h  c a r b o n  i n  
a  D e n t o n  D V - 5 1 5  s h a d o w i n g  a p p a r a t u s .  
S a m p l e  P r e p a r a t i o n .  S a m p l e s  f r o m  i s o l a t e d  c o l o n i e s  o r  
l i q u i d  c u l t u r e s  i n  l o g - p h a s e  w e r e  f i r s t  w a s h e d  w i t h  u n s u p p l e -
m e n t e d  B  m e d i u m .  S u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  m a d e  u s i n g  t h e  s a m e  
m e d i u m .  A  d r o p  o f  s u s p e n s i o n  w a s  p l a c e d  o n  a  p r e p a r e d  g r i d .  
E x c e s s  l i q u i d  w a s  d r a w n  o f f  w i t h  a  m i c r o p i p e t t e  a f t e r  2 0 - 3 0  
m i n ,  d u r i n g  w h i c h  t h e  cell~ w e r e  a l l o w e d  t o  s e t t l e  o n t o  t h e  
g r i d .  W h i l e  m o i s t ,  t h e  c e l l s  w e r e  s i m u l t a n e o u s l y  f i x e d  a n d  
n e g a t i v e l y  s t a i n e d  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  a n d  i m m e d i a t e  r e m o v a l  
o f  a  d r o p  o f  0 . 5 %  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  t i t r a t e d  t o  p H  7 . 2  
_  _ j  
w i t h  K O H .  A f t e r  c o m p l e t e  d r y i n g  i n  a i r ,  t h e  g r i d s  w e r e  
e x a m i n e d  w i t h  a  Z e i s s  E M 9 S  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  
E x t r a c t i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  o f  D e o x y r i b o n u c l e i c  A c i d  
D N A  w a s  i s o l a t e d  f r o m  E s c h e r i c h i a  c o Z i  a c c o r d i n g  t o  
t h e  m e t h o d  o f  M a r m u r  ( 1 9 6 1 ) .  E x t r a c t i o n  o f  p u r e ,  h i g h  
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m o l e c u l a r  w e i g h t  D N A  f r o m  A z o t o b a c t e r  s t r a i n s  r e q u i r e d  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  a  s p e c i a l  t e c h n i q u e :  
1 .  B a t c h  c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  M e t h o d s .  
2 .  H a r v e s t  f r e s h  c e l l s  ( l o g - p h a s e )  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  
w a s h  o n c e  w i t h  0 . 1  M  t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n e  
( T R I S )  c o n t a i n i n g  0 . 0 5  M  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  
a c i d  ( E D T A ) ,  p H  8 . 0  ( T R I S - E D T A ) .  
3 .  R e s u s p e n d  p e l l e t  i n  T R I S - E D T A  a t  4 - 5  m l  p e r  gr~;in w e t  
c e l l s .  
4 .  H e a t  c e l l  s u s p e n s i o n  t o  7 0 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h .  
5 .  A d d  0 . 2 5  v o l u m e s  p r o t e a s e  V I  ( S i g m a ,  5  m g / m l ) ,  w h i c h  
w a s  p r e h e a t e d  t o  7 0 ° C .  S w i r l .  
6 .  A d d  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  4 %  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  ( S D S ) ,  
a l s o  p r e h e a t e d  t o  7 0 ° C .  
7 .  I n c u b a t e  1 0 - 1 5  m i n ,  o r  u n t i l  m a x i m u m  v i s c o s i t y  i s  
r e a c h e d .  S w i r l  o c c a s i o n a l l y .  
8 .  C o o l  t h e  m i x t u r e  r a p i d l y  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( 2 1 ° C ) .  
9 .  A d d  0 . 2 5  v o l u m e s  c o l d  5  M  s o d i u m  p e r c h l o r a t e .  
1 0 .  I n  o r d e r  t o  d e n a t u r e  a n d  p r e c i p i t a t e  p r o t e i n s ,  a d d  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  c o l d  c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  
1 2  
( 2 4 : 1 ,  v / v ) ,  a n d  s w i r l  v i g o r o u s l y  b y  h a n d  f o r  2 0 - 3 0  
m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
1 1 .  C e n t r i f u g e  a t  1 3 , 0 0 0  x  £  f o r  1 0  m i n  a t  0 ° C .  
1 2  R e m o v e  a q u e o u s  l a y e r  c o n t a i n i n g  t h e  D N A .  R e p e a t  d e -
p r o t e i n i z a t i o n  ( s t e p  1 0 )  u n t i l  l i t t l e  o r  n o  p r e c i p i -
t a t e  i s  f o u n d  a t  t h e  p h a s e  i n t e r f a c e  f o l l o w i n g  c e n t r i -
f u g a t i o n .  
1 3 .  A d d  0 . 0 1  v o l u m e s  e a c h :  R i b o n u c l e a s e  T i  ( S i g m a ,  3 0 0 0  
U / m l ) ,  a n d  r i b o n u c l e a s e  A  ( S i g m a ,  5  m g / m l ) .  R N a s e  
1 4 .  
1 5 .  
1 6 .  
T 1  w a s  p r e t r e a t e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  1 0  m i n  
a n d  R N a s e  A  a t  8 0 ° C  f o r  1 5  m i n .  
I n c u b a t e  4 5  m i n  i n  a  4 0 ° C  b a t h ,  s w i r l i n g  o c c a s i o n a l l y .  
R e p e a t  d e p r o t e i n i z a t i o n  ( s t e p  1 0 ) .  
R e m o v e  t h e  a q u e o u s  l a y e r  t o  a  b e a k e r  a n d  p r e c i p i t a t e  
D N A  b y  s w i r l i n g  t h e  b e a k e r  w h i l e  s l o w l y  a d d i n g  0 . 3 5  
v o l u m e s  o f  i s o p r o p y l  a l c o h o l ,  d r o p w i s e .  
1 7 .  W i n d  o u t  t h e  D N A  w i t h  a  g l a s s  r o d  a n d  w a s h  i n  7 0 %  
e t h a n o l .  
1 8 .  R e d i s s o l v e  t h e  D N A  i n  0 . 5  v o Q u m e s  o f  d i l u t e  s a l i n e  
c i t r a t e :  1 5  m M  s o d i u m  c h l o r i d e ,  1 . 5  m M  t r i s o d i u m  
c i t r a t e ,  p H  7 . 2  ( O . l  X  S S C ) .  
1 9 .  A d j u s t  t o  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n :  
0 . 1 5  M  s o d i u m  c h l o r i d e ,  1 5  m M  t r i s o d i u m  c i t r a t e ,  p H  
7 . 2  ( S S C ) ,  b y  a d d i n g  0 . 1  v o l u m e s  c o n c e n t r a t e d  s a l i n e  
c i t r a t e :  1 . 5  M  s o d i u m  c h l o r i d e ,  0 . 1 5  M  t r i s o d i u m  





1 3  
2 0 .  R e p e a t  d e p r o t e i n i z a t i o n  ( s t e p  1 0 ) .  
2 1 .  R e m o v e  a q u e o u s  l a y e r  t o  a  b e a k e r  a n d  a d d  0 . 1  v o l u m e s  
3 M  s o d i u m  a c e t a t e ,  c o n t a i n i n g  1 0  m M  E D T A ,  p H  7 . 0  
( a c e t a t e - E D T A ) .  
2 2 .  P r e c i p i t a t e  D N A  b y  t h e  s l o w ,  d r o p w i s e  a d d i t i o n  o f  
0 . 5 0 - 0 . 5 5  v o l u m e s  o f  i s o p r o p a n o l  w h i l e  s w i r l i n g  t h e  
b e a k e r  b y  h a n d .  
2 3 .  W i n d  o u t  t h e  D N A  w i t h  a  g l a s s  r o d  a n d  w a s h  i n  7 0 %  
e t h a n o l ,  t h e n  w a s h  a g a i n  i n  9 5 %  e t h a n o l .  
2 4 .  R e d i s s o l v e  t h e  D N A  i n  9 . 0  m l  0 . 1  X  S S C .  
2 5 .  A d j u s t  t o  S S C  c o n c e n t r a t i o n  b y  a d d i n g  1  m l  1 0  X  S S C .  
S t o r e  a t  4 ° C  o v e r  c h l o r o f o r m .  
A n a l y t i c a l  M e t h o d s  
: ·  
D N A  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e x t r a c t s  a n d  p u r i f i e d  D N A  
s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  B u r t o n  ( 1 9 5 6 )  u s i n g  
t h e  d i p h e n y l a m i n e  r e a g e n t .  S t a n d a r d s  w e r e  k n o w n  c o n c e n t r a -
t i o n s  o f  s a l m o n - s p e r m  D N A  ( S i g m a ) .  U n k n o w n s  a n d  s t a n d a r d s  
w e r e  r e a d  u s i n g  a  K l e t t - S u m m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i -
m e t e r  w i t h  a  # 5 4  f i l t e r .  
R i b o n u c l e i c  a c i d  ( R N A )  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d -
i n g  t o  S c h n e i d e r  ( 1 9 5 7 )  u s i n g  t h e  o r c i n o l  r e a c t i o n .  Y e a s t  
R N A  a n d  s a l m o n - s p e r m  D N A  w e r e  u s e d  a s  s t a n d a r d s .  S a m p l e s  
a n d  s t a n d a r d s  w e r e  r e a d  w i t h  a  K l e t t - S u m m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  
c o l o r i m e t e r  u s i n g  a  # 6 6  f i l t e r .  
P r o t e i n  c o n t e n t  w a s  a s s e s s e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y ,  
1 4  
e t  a l .  ( 1 9 5 1 )  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A : S i g m a )  s o l u - .  
t i o n s  a s  s t a n d a r d s .  S a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  r e a d  w i t h  
a  K l e t t - S u m m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i m e t e r  u s i n g  a  # 6 6  
f i l t e r .  
C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  a n t h r o n e  
t e s t  u s i n g  p r o c e d u r a l  m o d i f i c a t i o n s  o f  A s h w e l l  ( 1 9 5 7 )  a n d  
g l u c o s e  s t a n d a r d s .  S a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  r e a d  w i t h  a  
K l e t t - S u m m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i m e t e r  u s i n g  a  # 6 2  
f i l t e r .  C o r r e c t i o n  f o r  D N A  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m a d e  u s i n g  
t h e  d a t a  p r e s e n t e d  b y  H e r b e r t ,  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) .  
T o t a l  c e l l u l a r  D N A  w a s  e s t i m a t e d  a c c o r d i n g  t o  H e r b e r t ,  
P h i p p s  a n d  S t r a n g e  ( 1 9 7 1 ) ,  e x c e p t  t h a t  f r e s h  c e l l s  w e r e  e x -
t r a c t e d  f o r  3 0  m i n  a t  9 0 ° C  r a t h e r  t h a n  t h e  r e c o m m e n d e d  1 5  
. , . ,·  
m i n  i n t e r v a l s  a t  7 0 ° C .  
M o l e c u l a r  w e i g h t  d e t e r m i n a t i o n  o f  D N A  w a s  p e r f o r m e d  
a c c o r d i n g  t o  s t a n d a r d  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  t e c h n i q u e s  o u t -
l i n e d  b y  E i g n e r  ( 1 9 6 8 ) .  D N A  s a m p l e s  ( 2  m l )  w e r e  d i a l y z e d  
f o r  3 6  h r  a g a i n s t  S S C  a s  f o l l o w s :  T h r e e  c h a n g e s  o f  t h e  
b u f f e r ,  5 0 0  v o l u m e s  e a c h ,  w e r e  m a d e  a t  1 2  h r  i n t e r v a l s .  T h e  
t e m p e r a t u r e  w a s  4 ° C .  
S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  t o  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n s  w i t h  
S S C .  T h e  D N A  w a s  s e d i m e n t e d  a t  3 4 , 0 0 0  r p m  i n  a  S p i n c o  
m o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  ( B e c k m a n )  u s i n g  a  1 2  m m  
K e l - F  c e n t e r p i e c e  i n  a n  A n D  r o t o r  m a i n t a i n e d  a t  2 0 ° C .  
P h o t o g r a p h s  w e r e  t a k e n  w i t h  u l t r a v i o l e t  o p t i c s  a t  4  m i n  i n -
t e r v a l s .  N e g a t i v e s  w e r e  a n a l y z e d  w i t h  a  C h r o m o s c a n  M k I I  
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r e c o r d i n g  d e n s i t o m e t e r  ( J o y c e ,  L o e b l  a n d  C o ,  L t d . ) .  
M e l t i n g  P r o f i l e s  o f  D N A .  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o -
f i l e s  o f  D N A  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  b y  m o n i t o r i n g  t h e  i n -
c r e a s e  o f  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  n m  a c c o r d i n g  t o  s t a n d a r d  p r o -
c e d u r e s  o u t l i n e d  b y  M a n d e l  a n d  M a r m u r  ( 1 9 6 8 ) .  
T h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  u s e d  w a s  a  G i l f o r d  2 0 0 0 ,  f i t t e d  
t o  a  B e c k m a n  D U R  m o n o c h r o m e t e r .  B e t w e e n  t h e s e  t w o  c o m -
p o n e n t s ,  a  c u v e t t e  c h a m b e r  s e c t i o n  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  a  
B e c k m a n  s i d e l e s s  c a r r i e r  ( f o u r  p o s i t i o n )  a n d  t w o  w a t e r  
j a c k e t s  s e p a r a t e d  b y  b a k e l i t e  s p a c e r s .  T h e  i n n e r  j a c k e t  
w a s  h e a t e d  b y  c i r c u l a t i n g  w a t e r  f r o m  a  H a a k e  m o d e l  F  w a t e r  
b a t h .  P r o t e c t i v e  c o o l i n g  o f  t h e  o u t e r  j a c k e t  w a s  p r o v i d e d  
b y  c i r c u l a t i n g  w a t e r  f r o m  a  H e t o  f o u r - l i t e r  b a t h  w i t h o u t  
h e a t i n g .  A n  i n s u l a t e d  l i d  w a s  f a b r i c a t e d  f r o m  2  c m  t h i c k  
s t y r o f o a m  t o  c o v e r  t h e  e n t i r e  c h a m b e r - j a c k e t  s e c t i o n .  
Q u a r t z  c u v e t t e s  w i t h  a  1  c m  l i g h t  p a t h  w e r e  u s e d .  
T h e s e  w e r e  f i t t e d  w i t h  t a p e r e d  t e f l o n  s t o p p e r s  w h i c h  p r o -
v i d e d  a n  e x c e l l e n t  s e a l  b e c a u s e  t h e y  e x p a n d e d  w i t h  i n c r e a s e d  
t e m p e r a t u r e  t o  p r e v e n t  v a p o r  l o s s .  
I n t e r n a l  c u v e t t e  t e m p e r a t u r e  w a s  m o n i t o r e d  b y  c o p p e r -
c o n s t a n t a n  t h e r m o c o u p l e s  a t t a c h e d  t o  a  F l u k e  d i g i t a l  m u l t i -
m e t e r  w h i c h  r e a d  r r i l l i v o l t s  e l e c t r o - m o t i v e  f o r c e .  T h e s e  
E M F  v a l u e s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  t e m p e r a t u r e  r e a d i n g s  u s i n g  
p u b l i s h e d  v a l u e s  ( L a n g e ,  1 9 6 7 ) .  T h e  r e f e r e n c e  j u n c t i o n  o f  
e a c h  t h e r m o c o u p l e  w a s  p l a c e d  i n  a n  i c e  b a t h .  T h e  t e s t  j u n c -
t i o n  w a s  p l a c e d  i n  t h e  D N A  s o l u t i o n  w i t h i n  t h e  c u v e t t e  a s  
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f o l l o w s :  T h e  w i r e  w a s  i n s e r t e d  t h r o u g h  a  h o l e  d r i l l e d  
t h r o u g h  t h e  c e n t e r  o f  t h e  t e f l o n  s t o p p e r  a n d  b o n d e d  i n  
p l a c e  w i t h  a  s l o w - d r y i n g ,  t w o - p a r t  e p o x y .  C a r e  w a s  t a k e n  
s o  t h a t  t h e  j u n c t i o n  d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  l i g h t  p a t h  
w h e n  t h e  c u v e t t e  w a s  i n  p l a c e .  
D N A  s a m p l e s  ( 2 m l )  w e r e  d i a l y s e d  f o r  3 6  h r  a g a i n s t  
0 . 1  X  S S C  a s  f o l l o w s :  T h r e e  c h a n g e s  o f  t h e  b u f f e r  w e r e  
m a d e ,  1 0 0  v o l u m e s  e a c h ,  a t  1 2  h r  i n t e r v a l s .  D i a l y s i s  w a s  
c a r r i e d  o u t  a t  4 ° C .  
T r a n s f o r m a t i o n  P r o c e d u r e s  
A t t e m p t s  w e r e  m a d e  t o  t r a n s f o r m  A z o t o b a c t e r  b y  t h e  
l i q u i d  t r a s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e s  d e v e l o p e d  f o r  B a c i l l u s  
( A n a g n o s t o p o u l o s  a n d  S p i z i z e n ,  1 9 6 1 ) ,  M e t h y l o b a c t e r i u m  
( O ' C o n n o r ,  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  a n d  A z o t o b a c t e r  ( S e n  a n d  S e n ,  1 9 6 5  
a n d  S e n ,  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  T h e  p l a t e  m e t h o d  o f  t r a n s f o r m a t i o n  
d e v e l o p e d  f o r  B a c i l l u s  ( G w i n n  a n d  T h o r n e ,  1 9 6 4 ) ,  a n d  m o d i f i -
c a t i o n s  t h e r e o f  f o r  A c i n e t o b a c t e r  ( J u n i  a n d  J a n i k ,  1 9 6 9 ) ,  
f o r  M o r a x e l l a  ( J u n i ,  1 9 7 3 )  a n d  f o r  A z o t o b a c t e r  ( P a g e  a n d  
S a d o f f ,  1 9 7 6 a , b )  w e r e  e a c h  u s e d .  
F u r t h e r ,  a  m e t h o d  o f  p l a t e  t r a n s f o r m a t i o n  w h i c h  y i e l d s  
s e m i - q u a n t i t a t i v e  r e s u l t s  w a s  d e v e l o p e d  d u r i n g  t h i s  s t u d y .  
P l a t e s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  1 2 . 5  m l  T  a g a r .  A  d e s i r e d  a m o u n t  
o f  D N A  ( 2 0 0  µ g )  i n  1 . 0  m l  S S C  w a s  m i x e d  w i t h  1 - 2  X  1 0
7  
r e c i p -
i e n t  c e l l s  ( e a r l y  l o g - p h a s e )  i n  1 . 0  m l  T  m e d i u m  i n  a  t e s t  
t u b e .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  2 . 0  m l  o f  m e l t e d  a n d  
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c o o l e d  ( 4 5 ° C )  1 . 5 %  a g a r  a n d  g e n t l y  d i s p e r s e d ,  t h e n  p o u r e d  
o v e r  t h e  b a s e  a g a r  i n  t h e  p l a t e .  W h e n  t h i s  l a y e r  s o l i d i -
f i e d ,  i t  w a s  c o v e r e d  w i t h  a  p l a i n  s o f t  a g a r  b l a n k  ( 4 . 0  m l ,  
0 . 8 %  a g a r ) .  C a r e  w a s  t a k e n  s o  t h a t  e a c h  l a y e r  w a s  l e v e l .  
W h e n  t r a n s f o r m a n t s  s e l e c t e d  f o r  w e r e  o t h e r  t h a n  p r o t o -
t r o p h i c  ( e g .  R i f r ) ,  t h e  s e l e c t i v e  a g e n t  w a s  a p p l i e d  a f t e r  
a  s u i t a b l e  p e r i o d  o f  g r o w t h  ( 1 8 - 2 1  h r )  i n  a n o t h e r  s o f t  a g a r  
o v e r l a y .  T r a n s f o r m a n t  c o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  4 - 5  d a y s  
i n c u b a t i o n .  
R E S U L T S  
D e v e l o p m e n t  o f  I m p r o v e d  D N A  E x t r a c t i o n  M e t h o d  
D N A  i s o l a t e d  f r o m  A z o t o b a a t e r  b y  t h e  m e t h o d  o f  M a r m u r  
( 1 9 6 1 )  w a s  o f  l o w  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  a n d  y i e l d s  
w e r e  l e s s  t h a n  e x p e c t e d .  D e v e l o p m e n t  o f  a  b e t t e r  m e t h o d  
w a s  b a s e d  u p o n  s t e p w i s e  i m p r o v e m e n t  o f  b o t h  v i s c o s i t y  a n d  
y i e l d .  V i s c o s i t y  w a s  u s e d  a s  a  q u a l i t a t i v e  i n d i c a t o r  o f  
m o l e c u l a r  w e i g h t .  
I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  l y s a t e s  o f  fres~ c e l l s  a p p e a r e d  
m o r e  v i s c o u s  t h a n  d i d  l y s a t e s  o f  f r o z e n  c e l l s .  O n l y  f r e s h l y  
h a r v e s t e d  c e l l s  w e r e  u s e d  t h e r e a f t e r .  I t  w a s  t h e n  d i s c o v -
e r e d  t h a t  v i s c o s i t y  i n c r e a s e d  a f t e r  l y s i s  i f  t h e  t e m p e r a t u r e  
d u r i n g  l y s i s  w a s  i n c r e a s e d  f r o m  6 0 ° C  t o  7 0 ° C .  T h i s  t e m p e r -
a t u r e  i s  w e l l  b e l o w  t h a t  n e c e s s a r y  t o  m e l t  A z o t o b a a t e r  D N A .  
B y  p r e h e a t i n g  t h e  d e t e r g e n t  s o l u t i o n  ( S D S )  t o  7 0 ° C  a n d  b y  
u s i n g  a  l a r g e  v o l u m e  o f  i t ,  r e l a t i v e  t o  t h e  v o l u m e  o f  t h e  
c e l l  s u s p e n s i o n ,  a  r a p i d  a n d  m o r e  c o m p l e t e  m i x i n g  c o u l d  b e  
a c h i e v e d .  L y s i s  s u s p e n s i o n s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  a d d i t i o n  o f  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  p r e h e a t e d  4 %  S D S  w e r e  m o r e  v i s c o u s  t h a n  
w e r e  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  M a r m u r ' s  p r o c e d u r e .  F u r t h e r  i n -
c r e a s e  o f  t h e  f i n a l  S D S  c o n c e n t r a t i o n  t o  a s  m u c h  a s  6 %  d i d  
n o t  i m p r o v e  l y s i s ,  b u t  i n t e r f e r e d  w i t h  s u b s e q u e n t  s t e p s .  
M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  l y s a t e s  r e v e a l e d  t h a t  m a n y  
c e l l s  r e m a i n e d  i n t a c t  w i t h  t h e  a b o v e  t r e a t m e n t ,  r e g a r d l e s s  
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o f  t h e  t i m e  o f  i n c u b a t i o n .  I n  o r d e r  t o  i m p r o v e  c e l l  d i s -
r u p t i o n  a n d  t o  i n h i b i t  n u c l e a s e  a c t i v i t y ,  p r o t e a s e  t y p e  V I  
( S i g m a ,  0 . 5  m g / m l  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n )  w a s  a d d e d  f o r  i t s  
p r o t e o l y t i c  a c t i o n .  P r e l i m i n a r y  t e s t s  w e r e  m a d e  t o  d e t e r -
m i n e  w h e t h e r  t h e  p r o t e a s e  w o u l d  b e  a c t i v e  u n d e r  c o n d i t i o n s  
o f  7 0 ° C  a n d  2 %  S D S .  T h i s  w a s  s h o w n  b y  h y d r o l y s i s  o f  B S A  
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  
T o  i m p r o v e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  b u f f e r ,  T R I S - E D T A  
a t  p H  8 . 0  w a s  e m p l o y e d .  T h e  k i l l i n g  e f f e c t  o f  t h i s  c o m b i -
n a t i o n  o n  A z o t o b a a t e r  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  G o l d s c h m i d t  a n d  
W y s s  ( 1 9 6 6 ) ,  a n d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  i t s  c h e l a t i n g  p o w e r  
i s  w e l l  k n o w n .  L y s i s  u s i n g  v a r i o u s  r a t i o s  o f  b u f f e r  t o  c e l l  
m a s s  i n d i c a t e d  t h a t  4 - 5  m l : l  g m  o f  w e t  c e l l s  w a s  m o s t  e f f e c -
t i v e .  L y s i s  w i t h  t h i s  c o m b i n a t i o n  o f  c o n d i t i o n s  w a s  c o m p l e t e  
w i t h i n  1 5  m i n .  T h i s  t i m e  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
m a x i m u m  v i s c o s i t y .  
H a v i n g  e s t a b l i s h e d  o p t i m a l  l y s i s  c o n d i t i o n s  ( s e e  M e t h -
o d s ) ,  i t  w a s  i m p o r t a n t  t o  m a i n t a i n  v i s c o s i t y  o f  t h e  s u s p e n -
s i o n  t h r o u g h  t h e  b a l a n c e  o f  t h e  p r o c e d u r e .  T h e  l y s i s  s u s -
p e n s i o n  w a s  q u i c k l y  c o o l e d  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  u n d e r  r u n n i n g  
w a t e r .  C o l d  s o d i u m  p e r c h l o r a t e  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  I M  i n  o r d e r  t o  i n c r e a s e  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  
f o r  t h e  d e p r o t e i n i z i n g  e f f e c t  o f  t h e  p e r c h l o r a t e .  A  s e r i e s  
o f  d e p r o t e i n i z a t i o n s  w a s  t h e n  b e g u n  b y  a d d i n g  a n  e q u a l  v o l -
u m e  o f  c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  
a m o u n t  o f  l o n g - s t r a n d e d  D N A  w h i c h  c o u l d  b e  p r e c i p i t a t e d  f o l -
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l o w i n g  d e p r o t e i n i z a t i o n  w a s  e n h a n c e d  i f ,  i n s t e a d  o f  s h a k i n g ,  
t h e  e m u l s i o n  w a s  r a p i d l y  s w i r l e d  b y  h a n d  i n  a  l a r g e  E r l e n -
m e y e r  f l a s k  ( 5  v o l u m e  c a p a c i t y : !  v o l u m e  e m u l s i o n ) .  V i s c o s -
i t y  o f  t h e  e m u l s i o n  d u r i n g  d e p r o t e i n i z a t i o n  a l s o  r e m a i n e d  
h i g h  w i t h  t h e  m o r e  g e n t l e  t r e a t m e n t .  A f t e r  s w i r l i n g  f o r  
2 0 - 3 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e  e m u l s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  
a t  1 3 , 0 0 0  X  &  f o r  1 0  m i n  a t  4 ° C .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  
t h e n  r e m o v e d  t o  a  c l e a n  f l a s k  a n d  d e p r o t e i n i z a t i o n  w a s  r e -
p e a t e d  u n t i l  l i t t l e  o r  n o  d e n a t u r e d  p r o t e i n  w a s  f o u n d  a t  
t h e  p h a s e  i n t e r f a c e  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n .  
I n  o r d e r  t o  c o n s o l i d a t e  s t e p s  a n d  m i n i m i z e  e x c e s s i v e  
h a n d l i n g ,  t h e  n u c l e i c  a c i d  s o l u t i o n  w a s  t r e a t e d  w i t h  R N a s e  
p r i o r  t o  a n y  p r e c i p i t a t i o n  s t e p s .  M o s t  e f f e c t i v e  d i g e s t i o n  
o f  R N A  w a s  a c c o m p l i s h e d  u s i n g  t w o  e n z y m e s  ( R N a s e  T
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u n i t s  p e r  m l ,  a n d  R N a s e  A  a t  5 0  µ g / m l ,  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s )  
s i m i l a r  t o  t h e  m e t h o d  o f  S c h i l p e r o o t  ( P a t t ,  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  
R N a s e  t r e a t m e n t  w a s  c o n t i n u e d  f o r  4 5  m i n  a t  4 0 ° C  w i t h  o c c a -
s i o n a l  s w i r l i n g ,  a f t e r  w h i c h  t h e  r i b o n u c l e a s e s  w e r e  r e m o v e d  
b y  a n o t h e r  d e p r o t e i n i z a t i o n .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  a q u e o u s  
p h a s e  w a s  r e m o v e d  t o  a  s m a l l  b e a k e r .  ( T h e  w i d e  m o u t h  o f  t h e  
b e a k e r  a l l o w e d  e a s y  r e m o v a l  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  l a t e r . )  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a d  s h o w n  t h a t  D N A  c o u l d  b e  
e f f e c t i v e l y  p r e c i p i t a t e d  u s i n g  e i t h e r  i s o p r o p y l  o r  e t h y l  a l -
c o h o l .  B e c a u s e  i s o p r o p a n o l  s h o u l d  s e l e c t i v e l y  p r e c i p i t a t e  
D N A  f r o m  a  m i x e d  n u c l e i c  a c i d  s o l u t i o n  ( M a r m u r ,  1 9 6 1 ) ,  t h e  
D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  s l o w ,  d r o p w i s e  a d d i t o n  o f  0 . 3 -
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0 . 3 5  v o l u m e  o f  i s o p r o p a n o l  w h i l e  s w i r l i n g  t h e  b e a k e r  b y  
h a n d .  T h e  r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  c o u l d  b y  w o u n d  o u t  o f  t h e  
s o l u t i o n  w i t h  a  g l a s s  r o d ,  w h e r e u p o n  i t  w a s  s i m u l t a n e o u s l y  
s t e r i l i z e d  a n d  d e h y d r a t e d  b y  w a s h i n g  i n  7 0 %  e t h a n o l .  A f t e r  
d r a i n i n g ,  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  s u s p e n d e d  i n  a  f l a s k  c o n t a i n -
i n g  0 . 5  v o l u m e s  ( r e l a t i v e  t o  t h e  i n i t i a l  v o l u m e )  o f  0 . 1  X  
S S C .  T h e  D N A  w a s  d i s s o l v e d  b y  g e n t l e  s w i r l i n g ,  a f t e r  w h i c h  
t h e  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  S S C  c o n c e n t r a t i o n  b y  t h e  a d d i -
t i o n  o f  0 . 1  v o l u m e s  o f  1 0  X  S S C .  T h e  s o l u t i o n  w a s  a g a i n  d e -
p r o t e i n i z e d .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  
a g a i n  t r a n s f e r r e d  t o  a  b e a k e r  a n d  w a s  s u b j e c t e d  t o  D N A  p r e -
c i p i t a t i o n  a c c o r d i n g  t o  M a r m u r  ( 1 9 6 1 ) ,  i n c l u d i n g  t h e  a d d i -
t i o n  o f  0 . 1  v o l u m e  a c e t a t e - E D T A  p r i o r  t o  p r e c i p i t a t i q n  w i t h  
0 . 5 - 0 . 5 5  v o l u m e s  i s o p r o p a n o l .  M i x i n g ,  h o w e v e r ,  w a s  e f f e c t e d  
a s  b e f o r e :  g e n t l e  s w i r l i n g  r a t h e r  t h a n  m e c h a n i c a l  a g i t a t i o n  
o r  s h a k i n g .  
C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  E x t r a c t e d  D N A  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  
p r o c e d u r e ,  a  s e r i e s  o f  a n a l y t i c a l  e x p e r i m e n t s  w a s  p e r f o r m e d  
o n  a  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e .  R e c o v e r y  a n a l y s i s  i s  s u m m a r i z e d  
i n  T a b l e  I .  P u r i t y  o f  t h e  f i n a l  s o l u t i o n  w a s  a s s a y e d  a c c o r d -
i n g  t o  s t a n d a r d  p r o c e d u r e s  ( s e e  M e t h o d s ) .  T h e  p r e p a r a t i o n  
c o n t a i n e d  2 . 6 %  c a r b o h y d r a t e .  A n a l y s i s  o f  t h i s  a n d  s e v e r a l  
o t h e r  s a m p l e s  f o r  R N A  a n d  f o r  p r o t e i n  i n d i c a t e d  t h a t  n e i t h e r  
c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  a n y  q u a n t i t y .  
2 2  
T A B L E  I  
R E C O V E R Y  O F  D N A  E X T R A C f  E D  F R O M  A z c 2  
P u r i f i c a t i o n  S t e Q *  
D N A  
R e c o v e r } : ' . :  
( 2 )  
C e l l  p e l l e t  
( 2 . 6 1  g m ,  w e t  w t . )  
1 0 . 9 6  m g  
1 0 0 %  
( 1 2 )  
A f t e r  t h r e e  c h l o r o f o r m  
d e p r o t e i n i z a t i o n s  
9 . 0 0  m g  
8 2 . 1 %  
( 1 9 )  
A f t e r  f i r s t  i s o p r o p a n o l  
p r e c i p i t a t i o n  
7 . 4 4  m g  
6 7 . 9 %  
( 2 5 )  
F i n a l  S o l u t i o n  
4 . 7 0  m g  
4 2 . 9 %  
*  N u m b e r s  i n  p a r e n t h e s e s  r e f e r  t o  s t e p s  i n  t h e  e x -
t r a c t i o n  p r o t o c o l  
( s e e  M e t h o d s ) .  
2 3  
D e t e r m i n a t i o n  o f  D N A  M o l e c u l a r  W e i g h t  
- -
A s  a  f u r t h e r  a s s e s s m e n t  o f  t h e  D N A  e x t r a c t i o n  p r o c e -
d u r e ,  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  e m p l o y e d  ( s e e  
M e t h o d s )  i n  o r d e r  t o  e s t i m a t e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a  D N A  
i s o l a t e .  
T r a c i n g s  o f  t h e  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  n e g a t i v e s  
m a d e  b y  t h e  r e c o r d i n g  d e n s i t o m e t e r  a r e  r e p r o d u c e d  i n  F i g u r e  
1 .  T h e s e  w e r e  m e a s u r e d  t o  o b t a i n  t h e  5 0 %  b o u n d a r y  s e d i m e n -
t a t i o n  r a t e  ( C r o t h e r s  a n d  Z i m m ,  1 9 6 5 ) .  T h e  d a t a  w e r e  p l o t -
t e d  t o  p r o d u c e  a  s e r i e s  o f  l i n e s  w h o s e  s l o p e s  w e r e  u s e d  t o  
d e r i v e  v a l u e s  o f  o b s e r v e d  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c c o r d -
i n g  t o  t h e  e q u a t i o n  o f  S v e d b e r g :  
_  1  d  l n  i  
S o b s  - w
2  
( I " f " " "  
w h e r e  w  i s  t h e  a n g u l a r  v e l o c i t y  i n  r a d i a n s  p e r  s e c o n d  o f  t h e  
u l t r a c e n t r i f u g e  r o t o r ,  i  i s  d i s t a n c e  i n  c m  o f  b o u n d a r y  m i -
g r a t i o n  f r o m  t h e  c e n t e r  o f  r o t a t i o n  d u r i n g  t ,  t h e  t i m e  i n  
s e c o n d s ,  a n d  s o b s  i s  g i v e n  i n  u n i t s  o f  S v e d b e r g s  (S=l0~
1 3  
s e c o n d s ) .  O b s e r v e d  v a l u e s  w e r e  c o r r e c t e d  t o  s t a n d a r d  c o n d i -
t i o n s  u s i n g  
s 2 0 , w  =  [ ( _ ! l t .  
T ) 2  0  
. ! L ) ]  Cl - v p 2 0 , w )  
n
0
.  1 - v  p  
w h e r e  n t  a n d  n
2 0  
a r e  v i s c o s i t i e s  o f  w a t e r  a t  t h e  t e m p e r a t u r e  
o f  t h e  r u n  a n d  a t  2 0 ° C ;  n / n o  i s  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  b u f f e r  
( S S C )  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  w a t e r ;  v  i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  
v o l u m e  o f  t h e  s o l u t e  ( D N A ) ;  P 2 o  w  i s  t h e  d e n s i t y  o f  
'  
2 4  
A .  5 . 2 5  u  g / m l  
l f  
8 .  
1 0 . 5  u g / m l  
C .  2 1 . 0  J . . t g / m l  
D .  4 2 .  0  J . . t g  / m l  
F i g u r e  1 .  S e d i m e n t a t i o n  b o u n d a r i e s  o f  A z l 7  D N A .  A  
t h r o u g h  D  a r e  c o m p o s i t e s  o J  C h r o m o s c a n  t r a c e s  m a d e  a t  
a  r a t i o  o f  1 : 3 .  T h e  o r i g f . n a l  n e g a t i v e s  w e r e  1 : 2  r e -
p r o d u c t i o n s  d u e  t o  o p t i c s  e m p l o y e d .  T h e  l i n e  a t  t h e  
l e f t  i n d i c a t e s  t h e  r e f e r e n c e  w h i c h '  i s  5 .  7  c m  f r o m  
t h e  a x i s  o f  r o t a t i o n .  
2 5  
w a t e r  a t  2 0 ° C ;  a n d  p  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t  a t  r u n n i n g  
t e m p e r a t u r e  ( S c h a c h m a n ,  1 9 5 7 ) .  S t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a r e  
t h o s e  w h i c h  w o u l d  b e  o b t a i n e d  i f  w a t e r  w e r e  t h e  s o l v e n t  a n d  
r u n s  w e r e  m a d e  a t  2 0 ° C .  T h i s  i s  n o t  p r a c t i c a l  d u e  t o  t h e  
i n s t a b i l i t y  o f  D N A  i n  s o l v e n t s  w h i c h  d o  n o t  c o n t a i n  m o n o v a -
l e n t  c a t i o n s .  A f t e r  c o r r e c t i n g  f o r  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  b u f -
f e r  s y s t e m ,  s~
0 
w  v a l u e s  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  t h e  e f f e c t  o f  
'  
D N A  c o n c e n t r a t i o n  b y  p l o t t i n g  l / s 2
0
, w  a g a i n s t  D N A  c o n c e n t r a -
t i o n  a c c o r d i n g  t o  E i g n e r ,  e t  a l . ,  ( 1 9 6 2 ) .  B y  e x t r a p o l a t i n g  
t h i s  c u r v e  t o  t h e  o r d i n a t e ,  t h e  i n v e r s e  o f  s
2 0
, w  a t  z e r o  
D N A  c o n c e n t r a t i o n  w a s  o b t a i n e d .  F i n a l l y ,  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  v a l u e  i n  t h e  e x p r e s s i o n  
s  ~ o ,  w = O .  0 3 4  M W o  •  ' +  o  s .  
T h i s  e q u a t i o n  d e s c r i b e s  a  c u r v e  w h i c h  r e l a t e s  a  l a r g e  a m o u n t  
o f  e m p i r i c a l  d a t a  ( s
2 0
, w )  t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  v a l u e s  
w h i c h  h a d  b e e n  d e r i v e d  u s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  
a n d  d i f f u s i o n  d a t a  ( E i g n e r  a n d  D o t y ,  1 9 6 5 ) .  
A s  m a y  b e  s e e n  i n  F i g u r e  1 ,  t h e  t r a c i n g s  m a d e  a t  5 . 2 5  
µ g / m l  w e r e  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  t o  a n a l y z e .  T h i s  w a s  d u e  t o  
t h e  u s e  o f  a  1 2  m m  K e l - F  c e n t e r p i e c e  w h i c h ,  b e c a u s e  t h e  l i g h t  
p a t h  i s  s h o r t ,  p r o d u c e d  n e g a t i v e s  w h i c h  h a d  i n s u f f i c i e n t  c o n -
t r a s t  t o  d e t e c t  t h e  b o u n d a r y  w i t h  a c c u r a c y .  A s  a  r e s u l t ,  i t  
w a s  d e e m e d  j u s t i f i a b l e  t o  d i s r e g a r d  t h e  5 . 2 5  µ g / m l  p o i n t  i n  
e x t r a p o l a t i n g  s~o,W· T h e  a c c e p t e d  v a l u e s  p r o d u c e  a  s e d i m e n -
t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  2 9 . 6  S .  A p p l y i n g  t h e  a b o v e  e q u a t i o n ,  
2 6  
a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 8 . 2  m e g a d a l t o n s  w a s  c a l c u l a t e d .  
S i n c e  t h e  m i n i m u m  m o l e c u l a r  w e i g h t  r e q u i r e d  f o r  t r a n s f o r m -
i n g  D N A  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t o  b e  1  m e g a d a l t o n  ( S p i z i z e n ,  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ) ,  t h i s  D N A  s h o u l d  b e  c a p a b l e  o f  e f f e c t i n g  t r a n s -
f o r m a t i o n .  
T h e  s t e e p n e s s  o f  b o u n d a r i e s  i n  c o m p o s i t e s  C  a n d  D ,  
a n d  t h e  s h a r p n e s s  o f  t h e  s h o u l d e r s  o f  t h e s e  t r a c e s  c a n  a l s o  
b e  s e e n  i n  F i g u r e  1 .  T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e s e  t w o  f a c t o r s  i n -
d i c a t e  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  w a s  h o m o g e n e o u s  a s  t o  D N A  f r a g -
m e n t  s i z e .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  T m  a n d  G C  c o n t e n t  
T m  i s  d e f i n e d  a s  t h a t  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  h y p e r -
c h r o m i c i t y  . o f  a  g i v e n  s a m p l e  o f  D N A  ( i e .  t h e  i n c r e a s e  i n  
u l t r a v i o l e t  a b s o r b a n c e  d u e  t o  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  d o u b l e  h e -
l i x  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  t h e r m a l  b r e a k i n g  o f  h y d r o g e n  b o n d s  
b e t w e e n  t h e  b a s e s )  r e a c h e s  i t s  h a l f - m a x i m a l  v a l u e .  T h e  g u a -
n i n e  p l u s  c y t o s i n e  c o n t e n t  o f  a n y  c l a s s  d f  D N A  h a s  a  d i r e c t  
i n f l u e n c e  o n  t h e  T m  v a l u e .  B a c t e r i a  a r e  t h o u g h t  t o  c o n t a i n  
a  s i n g l e  c l a s s  o f  D N A .  B u t  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( S a d o f f ,  
1 9 7 5 )  t h a t  A .  v i n e l a n d i i ,  A T C C  1 2 8 3 7 ,  e x h i b i t s  a  b i m o d a l  
m e l t i n g  p r o f i l e ,  w i t h  3 0 - 4 0 %  o f  i t s  D N A  c o m p r i s i n g  a  c o m p o -
n e n t  w h o s e  T m  i s  f i v e  d e g r e e s  l o w e r  t h a n  t h e  r e m a i n d e r .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  b a c t e r i u m  c o n t a i n s  t w o  c l a s s e s  o f  D N A ,  e a c h  
w i t h  a  d i f f e r e n t  G C  c o n t e n t .  H a v i n g  o b t a i n e d  p u r e ,  h i g h  m o -
l e c u l a r  w e i g h t  D N A  f r o m  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  A z o t o b a a t e r ,  i n -
2 7  
e l u d i n g  A T C C  1 2 8 3 7 ,  i t  w a s  o f  i n t e r e s t  t o  s u b s t a n t i a t e  t h i s  
f i n d i n g ,  i f  p o s s i b l e ,  a n d  t o  e x t e n d  i t  t o  s p e c i e s  a n d  s t r a i n s  
o t h e r  t h a n  A .  v i n e Z a n d i i .  
U s i n g  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  e a c h  d e n a -
t u r a t i o n  r u n  i n c l u d e d  f o u r  c u v e t t e s :  o n e  c o n t a i n e d  0 . 1  X  
S S C  a s  a  b l a n k ,  a n o t h e r  c o n t a i n e d  E .  c o Z i  D N A  a s  a  s t a n d a r d ,  
a n d  t w o  c o n t a i n e d  s a m p l e s  o f  A z o t o b a c t e r  o r  " A z "  D N A .  A s  
t h e  i n t e r n a l  c u v e t t e  t e m p e r a t u r e  e q u i l i b r a t e d  w i t h  e a c h  i n -
c r e a s e ,  t h e  O D  a t  2 6 0  r u n  w a s  m e a s u r e d .  T h e s e  v a l u e s  w e r e  
t h e n  c o r r e c t e d  f o r  t h e  e x p a n s i o n  o f  w a t e r  i n  t h e  b u f f e r ,  
r e l a t i v e  t o  2 5 ° C .  T h e  r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  e a c h  D N A  
s a m p l e ,  r e l a t i v e  t o  i t s  a b s o r b a n c e  a t  2 5 ° C ,  w a s  t h e n  c a l c u -
l a t e d .  N o r m a l i z e d  v a l u e s  o f  t h e  r a t i o s  w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  
a s  
T r a n s i t i o n  F r a c t i o n  =  
O b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  O D  
T o t a l  i n c r e a s e  i n  O D  
a c c o r d i n g  t o  M a h l e r  a n d  C o r d e s  ( 1 9 7 1 ) ,  a n d  t h e  v a l u e s  p l o t -
t e d  a g a i n s t  t e m p e r a t u r e  a s  s h o w n  i n  F i g u r e s  2  t h r o u g h  6 .  
T h e  T m  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  c u r v e s  a r e  t a b u l a t e d  i n  
T a b l e  I I .  
D i l u t e  s a l i n e - c i t r a t e  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  b u f f e r  b e -
c a u s e  T m  v a l u e s  i n  i t  a r e  l o w e r  t h a n  i n  S S C  ( t h u s  l e s s e n i n g  
p r o b l e m s  o f  e v a p o r a t i o n  a n d  h e a t i n g ) .  T h e  G C  c o n t e n t  w a s  
t h e r e f o r e  e s t i m a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  
p e r c e n t  G C  =  ( T m  - 5 3 . 9 )  2 . 4 4  
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6 5  
7 0  7 5  8 0  8 5  9 0  9 5  
T e m p e r a t u r e  ( ° C )  
F i g u r e  2 .  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o f i l e  o f  E .  c o  Z . i  D N A .  
( o ,  e x p e r i m e n t  l ;  e ,  e x p e r i m e n t  2 ;  A ,  e x p e r i m e n t  3 ;  •  ,  
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F i g u r e  3 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o -
f i l e s  A z v l  a n d  E .  a o Z i .  ( o ,  e x p e r i m e n t  1 ;  • ,  e x p e r i -
m e n t  2 )  ·  
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F i g u r e  4 .  C o m p a r i s o n  o f  t h .e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o -
f i l e  f o  A z c 2  a n d  E .  a o Z i .  ( o ,  e x p e r i m e n t  l ;  • ,  
e x p e r i m e n t  2 ;  A ,  e x p e r i m e n t  3 )  
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T e m p e r a t u r e  ( ° C )  
F i g u r e  5 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o -
f i l e s  o f  A z 3  a n d  E .  a o Z i .  
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T e m p e r a t u r e  ( °  C )  
F i g u r e  6 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o f i l e s  
o f  A 2 l 7  a n d  E .  c o Z i .  ( o ,  e x p e r i m e n t  1 ;  • ,  e x p e r i m e n t  
2 )  
T A B L E  I I  
T m  A N D  P E R C E N T  G C  V A L U E S  O F  D N A  I S O L A T E D  
F R O M  Aaotobaat~r S T R A I N S *  
S t r a i n  
! m  
% G C  
E .  
a o Z i  
( s t a n d a r d )  
7 4 . 4  +  0 . 3  
s o . a +  i . o  
A .  
v i n e Z a n d i i  
( A z v  1 )  
8 0 . 6  +  0 . 3  
6 5 . 1  +  0 . 8  
A .  
a h r o o a o a a u m  ( A z c 2 )  
8 1 . 2  +  1 . 0  
6 6 . 6  +  2 . 5  
A z 3  
8 1 .  l  
6 6 . 4  
A z l 7  
8 1 . 7  +  0 . 1  
6 7 . 8  +  0 . 3  
*  R a n g e s  l i s t e d  a r e  t h e  r e s u l t s  o f  m u l t i p l e  r u n s .  
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a c c o r d i n g  t o  M a n d e l  a n d  M a r m u r  ( 1 9 6 8 ) .  R e s u l t s  a r e  l i s t e d  
i n  T a b l e  I I .  S i n c e  t h e  v a l u e s  f o r  E .  c o l i  D N A  c o i n c i d e  
w i t h  p u b l i s h .e d  v a l u e s ,  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  " A z "  D N A  c a n  
b e  u s e d  w i t h o u t  c o r r e c t i o n .  
A t t e n t i o n  s h o u l d  b e  d r a w n  t o  t h e  m e l t i n g  p r o f i l e s ,  f o r  
t h e y  p r o v i d e  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n .  F i r s t ,  t h e  s l o p e s  o f  t h e  
m i d - p o r t i o n s  a r e  s t e e p  a n d  t h e  s h o u l d e r s  a r e  r e l a t i v e l y  
s h a r p ,  i n d i c a t i n g  t h e  h o m o g e n e i t y  a n d  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  t h e  s a m p l e s .  S e c o n d ,  t h e  c u r v e s  p r o v i d e  n o  e v i d e n c e  f o r  
b i m o d a l  m e l t i n g  p r o f i l e s  i n  a n y  o f  t h e  A z o t o b a c t e r  
s t r a i n s  t e s t e d ,  i n c l u d i n g  A T C C  1 2 8 3 7  ( A z v l ) .  I t  i s  n o t  p o s -
s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  t o  s u b s t a n t i a t e  t h e  f i n d i n g s  o f  S a d o f f  
m e n t i o n e d  e a r l i e r .  
T r a n s f o r m a t i o n  
M a r k e r  s e l e c t i o n .  D o n o r  D N A  f o r  a l l  t r a n s f o r m a t i o n  
e x p e r i m e n t s  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  r i f a m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s .  
M u t a n t s  r e s i s t a n t  t o  n a l a d i x i c  a c i d ,  s t r e p t o m y c i n ,  o r  a m p i -
c i l l i n  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  s o m e  s t r a i n s ,  b u t  t h e s e  m a r k e r s  
p r o v e d  t o  b e  u n s u i t a b l e  b e c a u s e  o f  t h e i r  l e a k i n e s s  o r  v a r i -
a b l e  c h a r a c t e r .  S t r a i n s  r e s i s t a n t  t o  1 0 0  µ g / m l  r i f a m y c i n  
w e r e  s t a b l e .  
P r o c e d u r e .  L i q u i d  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e s  w e r e  
a t t e m p t e d  w i t h o u t  s u c c e s s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  c o m p e t e n c e  c a n -
n o t  b e  e a s i l y  s p e c i f i e d  f o r  A z o t o b a c t e r .  T h i s  f i n d i n g  s u b -
s t a n t i a t e s  t h o s e  o f  P a g e  a n d  S a d o f f  ( 1 9 7 6 b )  w i t h  A .  v i n e -
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l a n d i i .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  o p t i m a l  t r a n s f o r m a t i o n  c a n  b e  
a c c o m p l i s h e d  b y  i n c u b a t i n g  r e c i p i e n t  c e l l s  t h r o u g h  a  
p e r i o d  o f  g r o w t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t r a n s f o r m i n g  D N A  p r i o r  
t o  s e l e c t i o n .  I n  o r d e r  t o  q u a n t i f y  t h e  r e s u l t s ,  h o w e v e r ,  
i t  w a s  d e c i d e d  t o  p l a t e  t h e  m i x t u r e  i n  s o f t  a g a r  s o  t h a t  
e a c h  i m m o b i l i z e d  c e l l  w h i c h  w a s  t r a n s f o r m e d  w o u l d  g i v e  r i s e  
t o  a  s i n g l e  c o l o n y  a f t e r  s e l e c t i o n  ( s e e  M e t h o d s ) .  
I n i t i a l  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c i e s  u s i n g  t h i s  t e c h n i -
q u e  r a n g e d  f r o m  1  x  1 0 -
7  
t o  1  x  1 0 -
6
•  F i g u r e  7  p r e s e n t s  
d a t a  c o l l e c t e d  i n  a t t e m p t s  t o  e n h a n c e  t r a n s f o r m a t i o n  f r e -
q u e n c i e s  w i t h  A .  v i n e l a n d i i .  F i g u r e  7 A  s h o w s  t h e  e f f e c t  
o f  v a r y i n g  t h e  a m o u n t  o f  t r a n s f o r m i n g  D N A  w h i l e  t h e  n u m b e r  
o f  r e c i p i e n t  c e l l s  w a s  h e l d  b e t w e e n  1  a n d  2  x  1 0
7  
p e t '  p l a t e  
a n d  t h e  t i m e  o f  r i f a m y c i n  a d d i t i o n  w a s  2 1  h r .  P r e t r e a t m e n t  
o f  t h e  D N A  w i t h  d e o x y r i b o n u c l e a s e  r e s u l t e d  i n  n o  t r a n s f o r m -
a t i o n .  T h e  t i m e  o f  r i f a m y c i n  a d d i t i o n  w a s  v a r i e d  i n  F i g u r e  
7 B ,  w h i l e  2 0 0  µ g  o f  D N A  w a s  m i x e d  w i t h  1  x  1 0
7  
c e l l s  p e r  
p l a t e .  T h e  o p t i m u m  t i m e  f o r  a d d i t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  a t  
l e a s t  1 8  h r .  F i n a l l y ,  F i g u r e  7 C  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  m i n i m u m  
n u m b e r  o f  r e c i p i e n t s  r e q u i r e d  t o  o b t a i n  m a x i m u m  r a t e  o f  
t r a n s f o r m a t i o n  w a s  1 - 2  x  1 0
7  
p e r  p l a t e  w i t h  2 0 0  µ  g  D N A ,  
w h e n  r i f a m y c i n  w a s  a d d e d  a t  1 8  h r .  A f t e r  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  
w e r e  e s t a b l i s h e d ,  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c i e s  o f  1  X  1 0 -
4  
w e r e  o b t a i n e d .  
D e t e c t i o n  o f  T r a n s f o r m a t i o n .  T a b l e  I I I  i s  a  ~ompila­
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Figure 7. Factors influencing transformation frequency in A. vinelandii. For 
explanation of conditions, see text. Frequencies reported as <10-8 indicate that 




DETECTION OF TRANSFORMATION AMONG AzotobaatBr STRAINS* 
Sourc~ of Donor DNA 
Azvl Azc2 Az3 Az6 Az8 Azl7 
Receipient (Rifs) Rifr Rifr Rifr Rifr Rif·r Rifr 
A. vineZ.andii (Azvl) + - - + + 
,, 
a hro o ao aaum (Azc2) - - - NT NT h . 
Az3 - - (+) NT NT 
Az6 + NT NT + + NT 
Az8 - NT NT - - NT 
Azl7 - - - NT NT 
* 
+ = Transformation detected by the ability of transformed cells to grow in the 
presence of rifamycin (SO µg/ml) 
- = Transformation not detected 
NT = Not tested 
VI 
-....J 
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r e s u l t  o f  a t  l e a s t  t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  w h i c h  w e r e  i n  
a g r e e m e n t .  A m o n g  t h o s e  s t r a i n s  w i t h i n  w h i c h  t r a n s f o r m a t i o n  
w a s  d e t e c t e d ,  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  f r e q u e n c i e s  w a s  a t t e m p t e d  
u s i n g  t h e  n e w  m e t h o d .  H i g h e s t  f r e q u e n c i e s  o f  1  X  10-~ w e r e  
o b t a i n e d  w i t h  A z v l  a s  t h e  r e c i p i e n t  u s i n g  R i f r  D N A  f r o m  
e i t h e r  A z v l ,  A z 6 ,  o r  A z 8 .  T h e s e  t w o  s t r a i n s ,  A z 6  a n d  A z 8 ,  
h a v e  b e e n  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  A .  v i n e l a n d i i ,  e x c e p t  
t h a t  A z 8  d o e s  n o t  u t i l i z e  r h a m n o s e  a s  a  c a r b o n  s o u r c e  a n d  
d o e s  n o t  p r o d u c e  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f l u o r e s c e n t  p i g m e n t  o f  
t h e  s p e c i e s  a f t e r  p r o l o n g e d  c u l t i v a t i o n  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  
W h e n  u s e d  a s  r e c i p i e n t s ,  A z 6  b e h a v e d  a s  d i d  A z v l ,  b e i n g  
t r a n s f o r m e d  a t  a  f r e q u e n c y  o f  5  X  1 0 -
5  
b y  R i f r  D N A  f r o m  A z 6 ,  
A z 8 ,  o r  A z v l .  W h i l e  i t s  D N A  w a s  c a p a b l e  o f  e f f e c t i n g  t r a n s -
f o r m a t i o n  i n  A z v l  a n d  A z 6 ,  A z 8  w a s  n o t  t r a n s f o r m a b l e · .  
A .  a h r o o a o a a u m ,  A z c 2 ,  w a s  n o t  t r a n s f o r m a b l e ,  n o r  c o u l d  
i t s  D N A  t r a n s f o r m  o t h e r  s t r a i n s .  
A z 3  a n d  A z l 7  s e e m e d  i d e n t i c a l  t o  e a c h  o t h e r  i n  c h a r -
a c t e r i z a t i o n  t e s t s ,  b u t  d i f f e r e n t  f r o m  A .  v i n e l a n d i i  a n d  
A .  c h r o o a o a c u m .  A z l 7  w a s  n o t  f o u n d  a c t i v e  a s  d o n o r  o r  r e -
c i p i e n t  i n  t r a n s f o r m a t i o n  e x p e r i m e n t s .  A z 3 ,  h o w e v e r ,  w a s  
f o u n d  t o  b e  t r a n s f o r m a b l e  i n  i n t r a s t r a i n  e x p e r i m e n t s .  T h e s e  
r e s u l t s  a r e  s u b j e c t  t o  i n t e r p r e t a t i o n :  T h e  " f r e q u e n c y "  
d e t e r m i n e d  b y  t h e  P a g e - S a d o f f  m e t h o d  ( 1 9 7 6 a )  w a s  l o w  ( 1 . 6  X  
1 0 -
7
) ,  a n d  n o  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  q u a n t i -
t a t i v e  m e t h o d .  T h i s  p o i n t s  o u t  a n o t h e r  p r o b l e m  o f  t h e  s t a n -
d a r d  p l a t e  t r a n s f o r m a t i o n  m e t h o d .  I t  m a y  b e  t h a t  t h e  c o l o -
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n i e s  d e t e c t e d  w i t h  A z 3  a r o s e  f r o m  p r o g e n y  o f  a  v e r y  f e w  
s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n s .  A z 3  w a s  n o t  f o u n d  a c t i v e  i n  i n t e r -
s t r a i n  t r a n s f o r m a t i o n  u s i n g  e i t h e r  m e t h o d .  
D I S C U S S I O N  
T h e  f a c t  t h a t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  A z o t o b a c t e r i  u s i n g  h i g h -
l y  p u r i f i e d  D N A  h a s  n o t  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  s u g g e s t s  
t h a t  n o r m a l  e x t r a c t i o n  m e t h o d s  i n d u c e  e x c e s s i v e  s h e a r i n g  o f  
t h e  D N A ,  o r  f a i l  t o  s u f f i c i e n t l y  i n h i b i t  n u c l e a s e  a c t i v i t y .  
M a k i n g  t h i s  a s s u m p t i o n ,  t h e  m e t h o d  f o r  e x t r a c t i o n  a n d  p u r i -
f i c a t i o n  o f  D N A  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  s h o u l d  b e  u s e f u l  i n  
f u r t h e r  s t u d i e s  o f  A z o t o b a c t e r i  g e n e t i c s .  
S e v e r a l  l i n e s  o f  r e s e a r c h  m i g h t  b e  f o l l o w e d  t o  f u r t h e r  
d e v e l o p  a  g e n e t i c  s y s t e m  f o r  A z o t o b a c t e r i .  O f  p a r a m o u n t  i m -
p o r t a n c e  i s  r e s e a r c h  i n  m u t a g e n e s i s .  R e p o r t s  o f  a t t e m p t s  t o  
i s o l a t e  m u t a n t s  i n  t h e  g e n u s  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  i t s  m e m -
b e r s  a r e  v e r y  r e s i s t a n t  t o  m u t a g e n e s i s  u s i n g  s t a n d a r d  t e c h -
n i q u e s .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  o n e  o f  s e v e r a l  r e a s o n s .  T h e  
m o s t  o b v i o u s  r e a s o n  i s  t h a t  A z o t o b a c t e r i  m a y  l a c k  a n  e r r o r -
p r o n e  r e p a i r  s y s t e m .  I f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  l e s i o n s  i n  D N A  
w o u l d  b e  r e p a i r e d  w i t h o u t  e r r o r s .  A u x o t r o p h s  a r e  e s p e c i a l l y  
d i f f i c u l t  t o  i s o l a t e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  n e c e s s a r y  g r o w t h  
f a c t o r  t r a n s p o r t  s y s t e m s  m a y  n o t  b e  p r e s e n t .  I t  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  ( S a d o f f ,  1 9 7 5 )  t h a t  t h e  g e n o m e  o f  A .  v i n e Z a n d i i  
m a y  c o n t a i n  s e v e r a l  r e p e a t e d  s e g m e n t s .  I f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  
o r  i f  t h e  l i f e  c y c l e  o f  A z o t o b a c t e r i  h a s  n o  s t a g e  a t  w h i c h  
t h e  g e n o m e  o f  t h e  o r g a n i s m s  i s  p r e s e n t  a s  a  s i n g l e  c o p y ,  
o n l y  d o m i n a n t  m u t a t i o n s  w o u l d  b e  e x p r e s s e d  w h i l e  r e c e s s i v e  
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m u t a t i o n s  i n  t h e  m u l t i p l e  r e g i o n s  ma y  n o t  s e g r e g a t e .  
I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  w h i l e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  m e t h -
o d  d e v e l o p e d  i n  t h i s  s t u d y  i s  a  d e f i n i t e  i m p r o v e m e n t  o v e r  
p r e v i o u s  t e c h n i q u e s ,  i t  m a y  n o t  p r o v i d e  a b s o l u t e  t r a n s f o r m a -
t i o n  f r e q u e n c i e s .  T h e  u n c e r t a i n t y  a r i s e s  b e c a u s e  i t  c a n n o t  
b e  d e t e r m i n e d  a t  w h i c h  p o i n t  d u r i n g  t h e  n e c e s s a r y  p r e s e l e c -
t i o n  i n c u b a t i o n  o f  D N A  w i t h  g r o w i n g  c e l l s  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  
a c t u a l l y  t a k e s  p l a c e .  T h e  q u e s t i o n  o f  c o m p e t e n c e  r e q u i r e s  
f u r t h e r  s t u d y .  R e s u l t s  m a y  p r o v i d e  i m p r o v e d  p l a t e  t r a n s f o r -
m a t i o n  o r  b e t t e r ,  m a y  a l l o w  l i q u i d  t r a n s f o r m a t i o n  m e t h o d s  t o  
b e  d e v e l o p e d .  
T h e  i n a b i l i t y  t o  t r a n s f o r m  s t r a i n s  o t h e r  t h a n  A .  v i n e -
l a n d i i  a t  h i g h  f r e q u e n c y  m a y  b e  e x p l a i n e d  i n  s e v e r a l  ~ays: 
( 1 )  T h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s ,  e s p e c i a l l y  i n  l i g h t  o f  t h e  d i f -
f i c u l t i e s  o f  D N A  i s o l a t i o n ,  t h a t  m o s t  s t r a i n s  p r o d u c e  a n  
e f f i c i e n t  n u c l e a s e  o r  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  f o r  w h i c h  A .  v i n e -
l a n d i i  i s  n a t u r a l l y  d e f i c i e n t .  W h e n  u s e d  a s  r e c i p i e n t s ,  
t h e s e  s t r a i n s  m a y  n o t  b e  t r a n s f o r m e d  b e c a u s e  t h e i r  n u c l e a s e s  
a t t a c k  t h e  t r a n s f o r m i n g  D N A .  ( 2 )  I t  m a y  b e  t h a t  A .  v i n e -
l a n d i i  i s  t h e  o n l y  s t r a i n  w h o s e  c e l l  w a l l  a l l o w s  e f f i c i e n t  
u p t a k e  o f  D N A .  ( 3 )  N o n - - c o m p e t e n t  s t r a i n s  m a y  l a c k  t h e  e n -
z y m e s  r e q u i r e d  t o  r e c o m b i n e  t r a n s f o r m i n g  D N A  i n t o  t h e  r e c i p -
i e n t  g e n o m e .  T h e  a n s w e r  t o  t h i s  p r o b l e m  m i g h t  b e  p r o v i d e d  
b y  a  s t u d y  o f  t h e  f a t e  o f  t r a n s f o r m i n g  D N A  a s  h a s  b e e n  p e r -
f o r m e d  i n  P n e u m o c o c c u s  ( L a c k s ,  1 9 6 2 ) ,  b u t  t h i s  w o u l d  r e q u i r e  
t h e  i s o l a t i o n  o f  a  s u i t a b l e  a u x o t r o p h i c  m u t a n t  s o  t h a t  D N A  
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c o u l d  b e  e f f i c i e n t l y  l a b e l l G d  w i t h  r a d i o a c t i v i t y .  A l l  a t -
t e m p t s  t o  i s o l a t e  a  t h y m i n e l e s s  m u t a n t  h a v e  f a i l e d .  
O n c e  m a d e  a v a i l a b l e ,  a  g e n e t i c  s y s t e m  i n  A z o t o b a c t e r  
c o u l d  b e  u s e d  i n  s t u d i e s  m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  a s  w e l l  a s  o t h e r s  
s u c h  a s  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a  c o n s e r v e d  g e n e t i c  c o r e  a m o n g  
A z o t o b a c t e r  s p e c i e s  ( s e e  D u b n a u ,  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  I t  w o u l d  
a l s o  b e  i n t e r e s t i n g  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  u s e  o f  t h e  s y s t e m  i n  
a  t a x o n o m i c  s t u d y  o f  t h e  g e n u s  ( J o n e s  a n d  S n e a t h ,  1 9 7 0 ) .  
T h e  a v a i l a b i l i t y  o f  p u r i f i e d  D N A  m i g h t  h a s t e n  m o l e c -
u l a r  s t u d i e s  o f  A z o t o b a c t e r ,  e s p e c i a l l y  t h e  s t i l l  u n c h a r a c r  
t e r i z e d  s t r a i n s  i n  o u r  l a b o r a t o r y .  T h e  u s e  o f  D N A  h y b r i d - .  
i z a t i o n  m a y  p r o v i d e  r e s o l u t i o n  n o t  o b t a i n e d  i n  G C  a n a l y s i s  
i n  o r d e r  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e m .  E x p e r i m e n t s  o n  r e n a -
t u r a t i o n  k i n e t i c s  w o u l d  a l s o  b e  u s e f u l  i n  t h i s  w o r k .  
B I B L I O G R A P H Y  
A n a g n o s t o p o u l o s ,  C .  a n d  J .  S p i z i z e n .  1 9 6 1 .  R e q u i r e m e n t s  
f o r  t r a n s f o r m a t i o n  i n  B a a i Z Z u s  s u b t i Z i s .  J .  
B a c t e r i o l .  8 1 : 7 4 1 - 7 4 6 .  
A s h w e l l ,  G .  1 9 5 7 .  C o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  o f  s u g a r s .  
M e t h .  E n z y m o l .  1 1 1 : 7 3 - 1 0 5 .  
B i s h o p ,  P .  E .  a n d  W .  J .  B r i l l .  1 9 7 7 .  G e n e t i c  a n a l y s i s  
o f  A z o t o b a a t e r  v i n e Z a n d i i  m u t a n t  s t r a i n s  u n a b l e  t o  
f i x  n i t r o g e n .  J .  B a c t e r i o l .  3 0 : 9 5 4 - 9 5 6 .  
B i s h o p ,  P .  E . ,  F .  B .  D a z z o ,  E .  R .  A p p e l b a u m ,  R .  J .  M a i e r ,  
a n d  W .  J .  B r i l l .  1 9 7 7 .  l n t e r g e n e r i c  t r a n s f e r  o f  
g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e  R h i z o b i u m - l e g u m e  s y m b i o s i s .  
S c i e n c e  1 9 8 = 9 3 8 - 9 4 0 .  
B r i l l ,  W .  J .  1 9 7 5 .  R e g u l a t i o n  a n d  g e n e t i c s  o f  b a c t e r i a l  
n i t r o g e n  f i x a t i o n .  A n n .  R e v .  M i c r o .  ~:109-129. 
B u l e n ,  W .  A . ,  a n d  J .  R .  L e c o m p t e .  1 9 6 6 .  T h e  n i  t r o g 'e n a s e  
s y s t e m  f r o m  A z o t o b a a t e r : t w o - e n z y m e  r e q u i r e m e n t  f o r  
N z  r e d u c t i o n ,  A T P - d e p e n d e n t  H z  e v o l u t i o n ,  a n d  A T P  
h y d r o l y s i s .  P r o c .  N a t .  A c a d .  S c i .  ( W a s h . )  5 6 :  
9 7 6 - 9 8 6 .  -
B u r t o n ,  K .  1 9 5 6 .  A  s t u d y  o f  t h e  c o n d i t i o n s  a n d  m e c h a n i s m  
o f  t h e  d i p h e n y l a m i n e  r e a c t i o n  f o r  t h e  c o l o r i m e t r i c  
e s t i m a t i o n  o f  d e s o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  B i o c h e m .  J .  
6 2 : 3 1 5 - 3 2 2 .  
C r o t h e r s ,  D .  M .  a n d  B .  H .  Z i m m .  1 9 6 5 .  V i s c o s i t y  a n d  s e d -
i m e n t a t i o n  o f  t h e  D N A  f r o m  b a c t e r o p h a g e s  T 2  a n d  T 7  
a n d  t h e  r e l a t i o n  t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t .  J .  M o l .  
B i o l .  1 2 : 5 2 5 - 5 3 6 .  
D u b n a u ,  D . ,  I .  S m i t h ,  P .  M o r e l l  a n d  J .  M a r m u r .  1 9 6 5 .  G e n e  
c o n s e r v a t i o n  i n  B a a i Z Z u s  s p e c i e s ,  l .  C o n s e r v e d  g e -
n e t i c  a n d  n u c l e i c  a c i d  b a s e  s e q u e n c e  h o m o l o g i e s .  
P r o c .  N a t .  A c a d .  S c i .  ( W a s h . )  ~:491-498. 
E a d y ,  R .  R .  a n d  J .  R .  P o s t g a t e .  1 9 7 4 .  N i t r o g e n a s e .  N a -
t u r e  2 4 9 : 8 0 5 - 8 1 0 .  
E i g n e r ,  J .  
D N A .  
1 9 6 8 .  M o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  c o n f o r m a t i o n  o f  
M e t h .  E n z y m o l .  X l l ( B ) : 3 8 6 - 4 2 9 .  
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E i g n e r ,  J .  a n d  P .  D o t y .  1 9 6 5 .  T h e  n a t i v e ,  d e n a t u r e d ,  a n d  
r e n a t u r e d  s t a t e s  o f  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  J .  M o l .  
B i o l .  1 2 : 5 4 9 - 5 8 0 .  
E i g n e r ,  J . ,  C .  S c h i l d k r a u t  a n d  P .  D o t y .  1 9 6 2 .  C o n c e n t r a -
t i o n  e f f e c t s  i n  t h e  h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  d e o x y -
r i b o n u c l e i c  a c i d .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a .  ~:13-21. 
G o l d s c h m i d t ,  M .  C .  a n d . O .  W y s s .  1 9 6 6 .  
o n  A z o t o b a c t e r  c e l l s  a n d  c y s t s .  
1 2 4 .  
C h e l a t i o n  e f f e c t s  
J .  B a c t e r i o l .  9 1 : 1 2 0 -
G w i n n ,  D . D .  a n d  C .  B .  T h o r n e .  1 9 6 4 .  T r a n s f o r m a t i o n  o f  
B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s .  J .  B a c t e r i o l  .  . ! Z . . : 5 1 9 - 5 2 6 .  
H a y e s ,  W .  1 9 6 8 .  T h e  G e n e t i c s  o f  B a c t e r i a  a n d  T h e i r  V i r u s -
e s .  2 n d  E d i t i o n .  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  I n c . ,  N e w  Y o r k .  
H e r b e r t ,  D . ,  P . J .  P h i p p s  a n d  R . E .  S t r a n g e .  1 9 7 1 .  C h e m i c a l  
a n a l y s i s  o f  m i c r o b i a l  c e l l s .  M e t h o d s  i n  M i c r o .  5 ( B ) :  
2 0 9 - 3 4 4 .  -
J o n e s ,  D .  a n d  P .  H .  A .  S n e a t h .  1 9 7 0 .  G e n e t i c  t r a n s f e r  a n d  
b a c t e r i a l  t a x o n o m y .  B a c t e r i o l .  R e v .  3 4 : 4 0 - 8 1 .  
J u n i ,  E .  1 9 7 4 .  S i m p l e  g e n e t i c  t r a n s f o r m a t i o n  a s s a y  f o r  
r a p i d  d i a g n o s i s  o f  M o r a x e l l a  o s l o e n s i s .  J .  A p p l .  
M i c r o .  2 7 : 1 6 - 2 4 .  
J u n i ,  E .  a n d  A .  J a n i k .  1 9 6 9 .  T r a n s f o r m a t i o n  i n  A c i n e t o -
b a c t e r  c a l c o a c e t i c u s .  J .  B a c t e r i o l .  9 8 : 2 8 1 - 2 8 8 .  
L a c k s ,  S .  1 9 6 2 .  M o l e c u l a r  f a t e  o f  D N A  i n  g e n e t i c  t r a n s -
f o r m a t i o n  o f  P n e u m o c o c c u s .  J .  M o l .  B i o l .  5 : 1 1 9 - 1 3 1 .  
L a n g e ,  N .  A .  1 9 6 7 .  H a n d b o o k  o f  C h e m i s t r y .  1 0 t h  E d i t i o n .  
M c G r a w - H i l l  B o o k  C o . ,  N e w  Y o r k .  
L o w r y ,  O . H . ,  N . J .  R o s e b r o u g h ,  A . L .  F a r r  a n d  R . J .  R a n d a l l .  
1 9 5 1 .  P r o t e i n  m e a s u r e m e n t  w i t h  t h e  P o l i n  p h e n o l  
r e a g e n t .  J .  B i o l .  C h e m .  1 9 3 : 2 6 5 - 2 7 5 .  
M a h l e r ,  H .  R .  a n d  E .  H .  C o r d e s .  1 9 7 1 .  B i o l o g i c a l  C h e m i s -
! . . ! J : : ·  2 n d  E d i t i o n .  H a r p e r  &  R o w ,  N e w  Y o r k .  
M a n d e l ,  M .  a n d  J .  M a r m u r .  1 9 6 8 .  U s e  o f  u l t r a v i o l e t  a b s o r b -
a n c e  - t e m p e r a t u r e  p r o f i l e  f o r  d e t e r m i n i n g  g u a n i n e  
p l u s  c y t o s i n e  c o n t e n t .  M e t h .  En~ymol. X I I { B )  : 1 9 5 - 2 0 6 .  
M a r m u r ,  J .  1 9 6 1 .  P r o c e d u r e  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  d e o x y r i b o -
n u c l e i c  a c i d  f r o m  m i c r o o r g a n i s m s .  J .  M o l .  B i o l .  3 :  
2 0 8 - 2 1 8 .  
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M i s h r a ,  A .  K . ,  a n d  O .  W y s s .  1 9 6 9 .  A n  a d e n i n e  r e q u i r i n g  
m u t a n t  o f  A z o t o b a a t e r  v i n e l a n d i i  b l o c k e d  i n  i n o s i n i c  
a c i d  s y n t h e s i s .  E x p e r i e n t i a  . ? l : _ : 8 5 .  
N e w t o n ,  J .  W . ,  P .  W .  W i l s o n ,  a n d  R . H .  B u r r i s .  1 9 5 3 .  D i -
r e c t  d e m o n s t r a t i o n  o f  a m m o n i a  a s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  
n i t r o g e n  f i x a t i o n  b y  A z o t o b a a t e r .  J .  B i o l .  C h e m .  2 0 4 :  
4 4 5 - 4 5 1 .  
O ' C o n n o r ,  M . ,  A .  W o p a t  a n d  R .  S .  H a n s o n .  1 9 7 7 .  G e n e t i c  
t r a n s f o r m a t i o n  i n  M e t h y l o b a c t e r i u m  o r g a n o p h i l u m .  J .  
G e n .  M i c r o .  9 8 : 2 6 5 - 2 7 2 .  
P a g e ,  W .  J .  a n d  H .  L .  S a d o f f .  1 9 7 6 a .  P h y s i o l o g i c a l  f a c t o r s  
·  a f f e c t i n g  t r a n s f o r m a t i o n  o f  A z o t o b a c t e r  v i n e l a n d i i .  
J .  B a c t e r i o l .  1 2 5 : 1 0 8 0 - 1 0 8 7 .  
P a g e ,  W .  J .  a n d  H .  L .  S a d o f f .  1 9 7 6 b .  
m a t i o n  c o m p e t e n c e  i n  A z o t o b a c t e r  
g e n  c a t a b o l i t e  d e r e p r e s s i o n .  J .  
1 0 9 5 .  
C o n t r o l  o f  t r a n s f o r -
v i n e  Z a n d i i  b y  n i t r o -
B a c t e r i o l .  1 2 5 : 1 0 8 8 -
P a t t ,  T .  E . ,  G .  C .  C o l e ,  J .  B l a n d  a n d  R .  S .  H a n s o n .  1 9 7 4 .  
I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  b a c t e r i a  t h a t  g r o w  
o n  m e t h a n e  a n d  o r g a n i c  c o m p o u n d s  a s  s o l e  s o u r c e s  o f  
c a r b o n  a n d  e n e r g y .  J .  B a c t e r i o l .  1 2 0 : 9 5 5 - 9 6 4 .  
S a d o f f ,  H .  L .  1 9 7 5 .  E n c y s t m e n t  a n d  germin~tion i n  A z o t o -
b a a t e r  v i n e l a n d i i .  B a c t e r i o l .  R e v .  3 5 : 5 1 6 - 5 3 9 .  
S a d o f f ,  H~ L . ,  E .  B e r k e  a n d  B .  L o p e r f i d o .  1 9 7 1 .  P h y s i o -
l o g i c a l  s t u d i e s  o f  e n c y s t m e n t  i n  A z o t o b a a t e r  v i n e l a n -
d i i .  J .  B a c t e r i a l .  1 0 5 : 1 8 5 - 1 8 9 .  
S a d o f f ,  H .  L . ,  W .  J .  P a g e ,  a n d  R .  N .  R e u s c h .  1 9 7 5 .  T h e  
c y s t  o f  A z o t o b a a t e r  v i n e l a n d i i :  C o m p a r a t i v e  v i e w  o f  
m o r p h o g e n e s i s ,  p . 5 2 - 6 0 .  I n  P .  G e r h a r d t ,  H .  L .  S a d o f f ,  
a n d  R .  N .  C o s t i l o w  ( e d . )  S p o r e s  V I .  A m .  S o c .  M i c r o -
b i a l .  W a s h i n g t o n ,  D . C .  
S c h a c h m a n ,  H .  K .  1 9 5 7 .  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  d i f f u s i o n ,  
a n d  v i s c o m e t r y .  M e t h .  E n z y m o l .  I V : 3 2 - 1 0 3 .  
S c h n e i d e r ,  W .  C .  1 9 5 7 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  i n  
t i s s u e s  b y  p e n t o s e  a n a l y s i s .  M e t h .  E n z y m o l .  I I I : 6 8 0 -
6 8 4 .  
S e n ,  J . ,  K .  P a l  a n d  S .  P .  S e n .  1 9 6 9 .  I n t e r g e n e r i c  t r a n s -
f o r m a t i o n  b e t w e e n  R h i z o b i u m  a n d  A z o t o b a c t e r .  A n t .  
v a n  L e e u w e n h o e k  3 5 : 5 3 3 - 5 4 6 .  
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S e n ,  M .  a n d  S .  P .  S e n .  
i n  A z o t o b a o t e r .  
1 9 6 5 .  I n t e r s p e c i f i c  t r a n s f o r m a t i o n  
J .  G e n .  M i c r o .  4 1 : 1 - 6 .  
S h a h ,  V .  K .  a n d  W .  J .  B r i l l .  1 9 7 7 .  I s o l a t i o n  o f  a n  i r o n -
m o l y b d e n u m  c o f a c t o r  f r o m  n i t r o g e n a s e .  P r o c .  N a t .  
A c a d .  S c i .  ( W a s h . )  1 . ! : 3 2 4 9 - 3 2 5 3 .  
S h a h ,  V .  K . ,  L .  C .  D a v i s ,  J .  K .  G o r d o n ,  W .  H .  O r m e - J o h n s o n ,  
a n d  W .  J .  B r i l l .  1 9 7 3 .  N i t r o g e n a s e  I I I .  N i t r o g e n -
a s e l e s s  m u t a n t s  o f  A z o t o b a o t e r  v i n e l a n d i i .  A c t i v i t i e s ,  
c r o s s - r e a c t i o n s  a n d  E P R  s p e c t r a .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  
A c t a .  2 9 2 : 2 4 6 - 2 5 5 .  
S o r g e r ,  J .  G .  a n d  D .  T r o f i m e n k o f f .  1 9 7 0 .  
m u t a n t s  o f  A z o t o b a o t e r  v i n e l a n d i i .  
S c i .  ( W a s h . )  6 5 : 7 4 - 8 0 .  
N i t r o g e n a s e l e s s  
P r o c .  N a t .  A c a d .  
S p i z i z e n ,  J . ,  B .  E .  R e i l l y  a n d  A . H .  E v a n s .  
b i a l  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  t r a n s f e c t i o n .  
2 0 : 3 7 1 - 4 0 0 .  
1 9 6 6 .  M i c r o -
A n n .  R e v .  M i c r o .  
W i n o g r a d s k y ,  S .  1 9 3 8 .  
d e s  A z o t o b a o t e r .  
4 0 0 .  
S u r  l a  m o r p h o l o g i e  e t  l ' o e c o l o g i e  
A n n .  I n s t .  P a s t e u r ,  P a r i s .  6 0 : 3 5 1 -
